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La protezione della salute pubblica attraverso il controllo dei pericoli 
microbiologici associati agli alimenti rappresenta una priorità per la 
legislazione europea sulla sicurezza alimentare. Il Regolamento 
europeo 2073/2005, e successive modifiche, introduce l’obbligo per 
gli operatori del settore alimentare (OSA) al macello di valutare la 
presenza di Salmonella spp. sulla superficie della carcassa. 
Nell’ambito dell’autocontrollo, le modifiche apportate nel corso degli 
anni al Reg. EU 2073/2015 sono diventate più restrittive con lo scopo 
di aumentare l’efficacia del controllo: la superficie campionata è 
aumentata da 300 cm2 a 400 cm2 e il numero di campioni che 
possono risultare positivi è diminuito da 5 a 3 su un totale di 50 
campioni.  
Nell’ambito del controllo ufficiale, con il Regolamento 218/2014 è 
stato stabilito l’obbligo per l’autorità competente, a partire da ottobre 
2014, di verificare l’andamento degli esiti analitici dell’autocontrollo e 
di eseguire i campionamenti ufficiali al macello per la specie suina.  
Scopo della tesi è stato elaborare i risultati dei primi 10 mesi dei 
campionamenti ufficiali per conoscere la prevalenza della 
contaminazione di Salmonella sulle carcasse di suini macellati negli 
stabilimenti registrati della Provincia di Bolzano. Presso il laboratorio 
dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie – sezione di 
Bolzano-  sono state analizzate 730 spugnette di carcasse prelevate 
nei 37 macelli della Provincia. Il laboratorio ha implementato il 
passaggio dalla metodica standard microbiologica alla metodica PCR 
Real Time, più rapida e sensibile. La specificità della metodica è stata 
dimostrata dalla conferma di tutti e 7 i campioni positivi con il metodo 
microbiologico, considerato ancora metodo di riferimento. La 
prevalenza è risultata dello 0,96%, mentre la percentuale dei macelli 
con esiti non conformi è risultata del 5,40% (2/37). Tutti i 7 ceppi di 
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Salmonella isolati sono risultati essere del sierotipo Salmonella ser. 
Derby e sono risultati identici dal punto di vista genotipico, quando 
analizzati con la PFGE. Nel report EFSA del 2012 Salmonella ser. 
Derby è stata riportata come uno dei sierotipi più diffusi nel suino e 
responsabile dello 0,9% delle salmonellosi umane.  
 








Protection of public health through the control of food microbiological 
hazards is a priority for the European food safety legislation. Process 
hygiene criteria for carcasses in the European Union (EU) are laid 
down in Regulation (EC) 2073/2005 and its amendments. The 
Regulation states that slaughterhouse food business operators (FBOs) 
are required to perform microbiological samples to test the presence 
of Salmonella spp. on the surface of the carcasses. 
In matters of HACCP self-control the regulation has become more 
restrictive over the years: the sampled area has increased from 300 
cm2 to 400 cm2 and the number of positive samples over the 50 total 
samples has been reduced from 5 to 3. Moreover, the regulation (EC) 
218/2014 lays down, starting from October 2014, the obligation for 
the competent authority to supervise HACCP analytical results and to 
perform official sampling on pigs carcasses during slaughtering. 
The aim of this thesis is to process the results of the first 10 months 
of official sampling to evaluate the prevalence of Salmonella 
contamination on pigs carcasses slaughtered in approved plats of the 
Province of Bolzano. 730 sponge bag, sampled from pigs carcasses in 
37 slaughterhouses, have been analyzed using real time PCR at the 
laboratory of the Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, 
local branch of Bolzano.  
The specificity of PCR method was demonstrated by the confirmation 
of all 7 positive samples with the microbiological method, still 
considered the reference method. Prevalence was 0.96%, while 
5.40% (2/37) of slaughterhouses showed unsatisfactory results. All 
Salmonella isolated were Salmonella ser. Derby and strains, 
examined by PFGE, showed identical phenotypical profiles. In 2012 
EFSA reported Salmonella ser. Derby as one of the most common 
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La protezione della salute pubblica attraverso il controllo dei pericoli 
microbiologici associati agli alimenti che causano infezioni alimentari 
per l’uomo rappresenta, per la legislazione europea sulla sicurezza 
alimentare, una priorità. Secondo i dati pubblicati dall’EFSA nel 2013 
sono stati registrati 82.694 casi di salmonellosi (1). Per questo i 
prodotti alimentari destinati al consumo umano sono sottoposti a 
controlli che si articolano lungo tutte le fasi della filiera produttiva, in 
modo da prevenire la presenza di microrganismi, loro tossine o 
metaboliti, o ridurne la quantità affinché non rappresentino un rischio 
per la salute umana. Nell’ambito delle attività di controllo, i criteri 
microbiologici indicano come orientarsi nello stabilire l’accettabilità di 
un prodotto alimentare e dei relativi processi di lavorazione, 
manipolazione e distribuzione. L’applicazione dei criteri microbiologici 
deve costituire parte integrante dell’attuazione delle procedure 
HACCP e di altre misure di controllo dell’igiene dei prodotti alimentari, 
la cui responsabilità e stata attribuita all’operatore del settore 
alimentare. Tali criteri rappresentano, inoltre, un riferimento per il 
Controllo ufficiale che ne monitora l’applicazione nell’ambito dei 
compiti specifici previsti dal Regolamento CE 882/2004 (2). Il 
regolamento CE 2073/2005 (3) sui criteri microbiologici applicabili ai 
prodotti alimentari, include la salmonella tra i microorganismi che 
devono essere monitorati da parte degli operatori del settore 
alimentare. Negli ultimi anni le attività di controllo per la salmonella si 
sono particolarmente intensificate anche a livello di allevamento, 
nell’ambito dei processi di miglioramento dello stato sanitario degli 
animali considerando tutta la filiera produttiva, a partire dai 
riproduttori fino alla fase di macellazione dei soggetti destinati alla 
produzione delle carni fresche. L'Autorità europea per la sicurezza 
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alimentare (EFSA) ha valutato i rischi per la salute pubblica derivanti 
da Salmonella nei suini e l'impatto di eventuali misure di controllo. La 
valutazione suggerisce che i suini e la carne suina possono essere 
responsabili del 10-20% di tutti i casi di salmonellosi umana nell'UE, 
con alcune differenze tra un Paese e l’altro, e che controllando 
Salmonella più efficacemente nella filiera della carne suina si 
ridurrebbe direttamente il numero di casi nell'uomo. Salmonella è 
un'importante causa di malattie di origine alimentare nell'uomo. 
Animali da allevamento e alimenti di origine animale costituiscono 
una fonte importante di infezioni umane da Salmonella.  
Le salmonelle sono microrganismi patogeni di origine zoonosica che 
riconoscono uno specifico ospite (sierotipo specie-specifici) o ospiti 
diversi (sierotipo adattati o ubiquitari). I sierotipi specie-specifici 
causano in genere forme sistemiche di malattia nella specie bersaglio; 
i sierotipi ospite-adattati sono così definiti poiché prediligono un 
particolare ospite animale, ma possono infettare più specie animali e 
l’uomo e indurre malattia e infine i sierotipi ubiquitari provocano 
spesso infezioni inapparenti negli animali, mentre nell’uomo sono 
responsabili di infezioni gastroenteriche, solitamente acquisite 
attraverso l’ingestione di alimenti contaminati. Per i sierotipi di 
Salmonella a diffusione ubiquitaria il serbatoio di infezione è 
rappresentato da animali di varie specie; l’uomo acquisisce l’infezione 
attraverso alimenti come carne, prodotti caseari e uova, che possono 
essere contaminati fin dall’origine oppure in seguito, nel corso delle 
diverse fasi di preparazione e conservazione. Le salmonelle sono, con 
i Campylobacter, i principali agenti di malattia a trasmissione 
alimentare nell’uomo e il loro impatto sulla salute pubblica si 
mantiene importante nonostante interventi e politiche di sicurezza 
alimentare volti a ridurre il rischio d’infezione. 
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A seguito del parere EFSA del 2011 (4) che raccomandava il 
rafforzamento dei “criteri di igiene del processo” per la salmonella 
nelle carcasse suine, il Regolamento UE 217/2014 (5), modica del 
Reg CE 2073/2005, diminuisce il valore indicativo di contaminazione 
al di sopra del quale sono necessarie misure correttive volte a 
mantenere l’igiene del processo. Difatti si passa da 5 a 3 unità 
campionarie (su 50 campioni) per cui, se viene rilevata la presenza di 
salmonella, scatteranno immediatamente le misure correttive previste 
dal Regolamento (miglioramento delle condizioni igieniche della 
macellazione e revisione dei controlli di processo, dell’origine degli 
animali e delle misure di biosicurezza nelle aziende di origine). La 
legislazione vigente è data anche dai seguenti regolamenti: 
 Regolamento UE 218/2014 (6) della Commissione del 7 marzo 
2014 che modifica gli allegati dei Regolamenti CE 853/2004 (7) 
e CE 854/2004 (8) del Parlamento europeo e del Consiglio e il 
Regolamento CE 2074/2005 della Commissione; 
 Regolamento UE 219/2014 (9) della Commissione del 7 marzo 
2014 che modifica l’Allegato I del Regolamento CE 854/2004 
del Parlamento europeo e del Consiglio per quanto riguarda i 
requisiti specifici per l’ispezione post mortem di animali della 
specie suina domestica. 
 
Sempre sulla base del parere EFSA dell’ottobre 2011, in cui si 
conclude che il requisito vigente relativo alla palpazione ed 
all’incisione durante l’ispezione post mortem comporta un rischio di 
contaminazione crociata, l’allegato I del Regolamento CE 854/2004 è 
modificato affinché si evitino le tecniche di palpazione/incisione nelle 
ispezioni “post mortem” di suini sottoposti a macellazione di routine. 
Tuttavia, qualora i dati epidemiologici o di altra natura trasmessi 
dall’azienda di provenienza degli animali, le informazioni sulla catena 
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alimentare o i risultati dell’ispezione “ante mortem” o del 
riconoscimento visivo “post mortem” delle pertinenti anomalie 
indichino possibili rischi per la salute pubblica o la salute e il 
benessere degli animali, il veterinario ufficiale deve anche avere la 
possibilità di decidere quali palpazioni e incisioni vadano effettuate nel 
corso dell’ispezione “post mortem” al fine di valutare se le carni siano 





















La salmonella appartiene alla famiglia delle Enterobacteriaceae, sono 
microrganismi bastoncellari, Gram negativi, asporigeni, generalmente 
mobili per la presenza di flagelli peritrichi, aerobi-anaerobi facoltativi, 
catalasi positivi, ossidasi negativi, prevalentemente lattosio e indolo 
negativi e crescono anche in presenza di sali biliari. La famiglia delle 
Enterobacteriaceae comprende numerosi generi di interesse sanitario 
come Escherichia, Shigella, Citrobacter, Klebsiella ed Enterobacter. La 
loro identificazione (Tabella 1) è possibile in base ad una serie di 
caratteri biochimici come la capacità di utilizzare particolari substrati, 
presenza di particolari enzimi, produzione di specifici prodotti 
metabolici e la loro capacità di fermentare particolari zuccheri.  
 
 
Tabella 1. Caratteristiche differenziali dei più importanti generi di 




All’interno del genere Salmonella esistono un gran numero di 
sierotipi, distinti in base alla diversa composizione degli antigeni 
somatici e flagellari e talvolta anche in base ad alcuni caratteri 
biochimici. Le classificazioni delle salmonelle più conosciute e 
utilizzate sono quella di Kauffmann-White, per quanto riguarda la 
tipizzazione in base al sierotipo, e quella di Le Minor per quanto 
riguarda la suddivisione in sottospecie. Il genere Salmonella è distinto 
in due sole specie, S. enterica e S. bongori. La specie enterica è 
suddivisa in sei sottospecie: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, 
houtenae e indica. Oggi si conoscono più di 2.400 sierotipi della 
specie enterica e il sierotipo non è più identificativo di specie pertanto 
la nomenclatura non la riporta più in corsivo. Peraltro i nomi sono 
mantenuti solamente per i sierotipi appartenenti a S. enterica subsp. 
enterica (es S. Typhimurium), mentre quelli ascrivibili alle altre 
sottospecie vengono identificati attraverso le relative formule 
antigeniche. L’attuale classificazione, che deriva da quella di 
Kauffmann-White e quella di Le Minor, riflette la presente tassonomia 
delle salmonelle ed è soggetta ad aggiornamenti annuali curati dal 
“WHO Collaborating Centre for Reference and Research on 
Salmonella” con cui collabora il nostro laboratorio di riferimento 
internazionale. 
 
1.1 Classificazione secondo Kauffmann-White 
Nel 1931 Kauffmann presentò lo schema di classificazione delle 
salmonelle, in uso fino ai nostri giorni e universalmente accettato. In 
realtà egli riscrisse, ampliandolo, uno schema precedente elaborato 
da Schultze, White e Scott. Lo schema si basa sul fatto che:  
 il genere è rappresentato da bastoncelli gram-negativi, aerobi, 
non sporigeni, per lo più mobili, che crescono bene sui comuni 
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terreni, fermentano il glucosio e riducono i nitrati e non l’indolo, 
non idrolizzano l’urea, il VP, l’adonite, e non fermentano il 
saccarosio; con alcune eccezioni, non fermentano il lattosio; 
 esistono 4 sotto-generi (denominati I, II, III, IV) differenziabili 
in base a poche prove biochimiche (Tabella 2), come indicato 
dallo schema di Kauffmann del 1966 (11); 
 i ceppi con la medesima formula antigenica, anche se con 
differenze biochimiche (ad esempio, fermentare o meno un 
certo zucchero oppure produrre o non produrre H2S), 
appartengono allo stesso sierotipo. 
 
 
Tabella 2. Test biochimici per la suddivisione del genere Salmonella in 
quattro sotto-generi (10, 56). 
 
1.2 Classificazione secondo Le Minor 
Le sei sottospecie di S. enterica sono distinguibili in base alle prove 
biochimiche, sotto elencate, che consentono anche di differenziare S. 
enterica da S. bongori. I sierotipi di S. enterica subsp. enterica sono 
spesso indicati con un nome che usualmente è correlato al luogo 
geografico nel quale il sierotipo è stato per la prima volta isolato. Il 
nome viene scritto in lettere romane e la prima lettera è maiuscola. I 
sierotipi appartenenti alle altre sottospecie sono designati dalle loro 
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formule antigeniche, seguite dal nome della sottospecie (Tabella 3), 
come indicato da Le Minor(12)  
 
 
Tabella 3: Classificazione delle salmonelle – Prove biochimiche (10, 
56)- 
 
1.3 Caratteristiche antigeniche 
La cellula batterica di Salmonella possiede numerosi antigeni e tra i 
più conosciuti vi sono gli antigeni somatici (O), termostabili e 
resistenti all’azione di acidi e alcool, gli antigeni ciliari (H), termolabili 
e l’antigene Vi (da virulenza). 
 
Antigene O 
L’antigene O è presente sulla membrana esterna della cellula 
batterica, associato a molecole di lipopolisaccaride (LPS) ed è formato 
da due parti: la prima, più interna, è composta da cinque carboidrati 
ed è comune a tutti gli enterobatteri; la seconda, più esterna, è 
formata da catene saccaridiche, ciascuna delle quali contiene una 
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sequenza di alcuni oligosaccaridi. Dal differente posizionamento degli 
oligosaccaridi nelle catene dipende la diversità degli antigeni somatici. 
Attualmente si conoscono 65 diversi antigeni O identificati con numeri 
arabi. Le salmonelle che presentano analogie nella struttura 
dell’antigene O vengono comunemente e per convenzione riunite in 
sierogruppi (A, B, C).  
 
Antigeni H  
Nelle salmonelle mobili (sono eccezioni S. ser. Gallinarum biovar 
Gallinarum e S. ser. Gallinarum biovar Pullorum che non sono mobili) 
sono presenti gli antigeni flagellari o ciliari meglio conosciuti come 
antigeni H, indicati con lettere minuscole dell’alfabeto o con numeri. 
Oggi se ne conoscono circa 35, sono di natura proteica, vengono 
distrutti dal calore e possono presentarsi in due fasi: fase 1 e fase 2. 
Gli antigeni di fase 1 e 2 possono presentarsi contemporaneamente al 
momento delle prove di agglutinazione. Spesso una Salmonella 
bifasica sviluppa solo una delle due fasi e per completare la 
tipizzazione è necessario indurre l’inversione di fase (inibizione della 
fase identificata), in modo da far esprimere al germe anche la fase 
latente. Alcuni sierotipi di Salmonella, come nel caso di Salmonella 
ser. Enteritidis (formula antigenica 1,9,12:g,m:-) sono chiamati 
monofasici, in quanto hanno solo una fase antigenica flagellare, 
possiedono generalmente gli antigeni di fase 1. Pochissime specie 
hanno 3 fasi sierologiche H e sono dette “trifasiche” (ad esempio 
Salmonella II con struttura antigene 44:z29- e,n,x:z42). Raramente 
le salmonelle possono perdere la struttura antigenica H, diventando 
immobili. Questo aspetto corrisponde ad una variazione reversibile, 
chiamata HO→O. Il fenomeno può dipendere dalla presenza, nella 
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coltura in vitro, di sieri aggiunti che inibiscono lo sviluppo e la 
funzionalità dei flagelli. 
 
Antigene Vi 
Alcune salmonelle presentano anche un terzo tipo di antigene, 
chiamato Vi (da virulenza), e gli stipiti che lo possiedono risultano 
essere più virulenti (S. ser. Typhi, S. ser. Paratyphi C, S. ser. Dublin) 
(Figura 1). Esso ha la caratteristica di mascherare gli antigeni O, 
rendendoli inagglutinabili dai sieri somatici, per cui in questi casi è 
necessario riscaldare a 100°C per 1 ora la sospensione batterica per 
renderla nuovamente agglutinabile. L’antigene Vi delle salmonelle 
corrisponde agli antigeni K (capsulari) degli altri enterobatteri. Il 
fenomeno della perdita di agglutinabilità con i sieri somatici è 
conosciuto come variazione reversibile, chiamata V→W.  
 
 
Figura 1: Differenza tra S. ser. Typhimurium e S. ser. Typhi 
(Presenza del antigene Vi in S. ser. Typhi) (13). 
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2 Infezioni nell’uomo e negli animali 
 
La patogenesi delle infezioni da Salmonella è un fenomeno complesso 
e multifattoriale. Una volta ingerito, il batterio colonizza l’intestino, 
invade la mucosa intestinale e stimola la migrazione transepiteliale 
dei leucociti polimorfonucleati (PMN) con induzione di diarrea. In 
soggetti molto giovani o immunocompromessi l’infezione può 
propagarsi dall’intestino e divenire sistemica (14). Le salmonelle 
possiedono diversi fattori di virulenza, necessari ad attuare tutte le 
varie fasi dell’infezione (15):  
 sistemi di difesa che permettono la sopravvivenza in ambienti a 
pH acido, utili per superare la barriera gastrica (16);  
 fattori che intervengono al momento della colonizzazione 
dell’intestino, permettendo al batterio di aderire efficacemente 
alle cellule del lume intestinale (fimbrie di tipo 1 e 3) (17);  
 fattori che consentono di attraversare l’epitelio intestinale a 
livello delle placche di Peyer o di sopravvivere nei macrofagi 
(enzimi PhoP e PhoQ) (18).  
Ognuno di questi è codificato da geni strutturali, di modificazione e di 
regolazione. Le salmonelle sono in grado di elaborare:  
 una tossina termolabile di natura proteica, simile alla 
enterotossina CT del colera e alla tossina termolabile LT di E. 
coli;  
 un fattore proteico termolabile prodotta dalla membrana 
batterica, capace di alterare la morfologia delle cellule 
epiteliali della mucosa intestinale;  
 un lipopolisaccaride (LPS), costituente la membrana 
batterica, dotato di proprietà endotossica e di resistenza alla 
lisi (19).  
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Una volta avvenuta l’ingestione del microrganismo, lo sviluppo di 
un’infezione sintomatica dipende dal numero di batteri ingeriti (la 
dose minima infettante è ipotizzata tra 102 e 103 cellule), ma può 
variare nei diversi sierotipi ed è dipendente delle condizioni 
dell’ospite. Sono più colpiti da salmonellosi gli individui molto giovani 
(neonati) o molto anziani e quelli con ridotte difese immunologiche. 
Anche i fattori ambientali giocano un ruolo non trascurabile, essendo 
comprovato l’effetto nocivo della temperatura elevata, del grado di 
umidità, del sovraffollamento e dell’inquinamento chimico (19). 
 
2.1 Meccanismo patogenetico. 
Esiste una correlazione tra l’azione patogena di Salmonella e il suo 
corredo genetico. Un ruolo importante è svolto dai loci cromosomali 
specifici come SPI, e dai “plasmidi di virulenza” di 50-90-kbp che 
codificano altri fattori (20). Questi plasmidi sono presenti in quasi 
tutti gli isolati provenienti da infezioni sistemiche umane e animali, 
mentre spesso risultano assenti in isolati da feci, alimenti e tamponi 
ambientali. La perdita del plasmide di virulenza in S. ser. 
Typhimurium non comporta una riduzione delle lesioni intestinali e 
della diarrea nel modello bovino per cui questa osservazione 
suggerisce che il plasmide di virulenza codifichi per fattori importanti 
dell’infezione sistemica ma secondari per la patogenesi della diarrea 
(21, 22).  
 
2.1.1 Adesione e invasività 
Le salmonelle, una volta giunte a contatto con gli enterociti 
producono un’alterazione caratteristica della membrana cellulare 
(ruffling) accompagnata da estesi riarrangiamenti dei filamenti di 
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actina nelle zone immediatamente adiacenti al sito di adesione del 
batterio alla membrana. Una volta fagocitato il batterio, la superficie 
della membrana cellulare e l’organizzazione dell’actina ritornano 
normali (23). L’invasività e il fenomeno del ruffling sono mediati da 
un gran numero di geni batterici, molti dei quali soggetti a 
regolazione dell’espressione durante le varie fasi del processo di 
invasione (Figura 2). Alcuni di questi geni codificano per un 
complesso macromolecolare denominato “Sistema di Secrezione di 
Tipo III” (Type Three Secretion System, TTSS) con cui i batteri 
patogeni Gram-negativi trasportano proteine effettrici dal citosol 
batterico direttamente nel citoplasma della cellula eucariotica (24), 
(25). Le proteine traslocatrici che costituiscono il sistema TTSS sono 
in grado di trasportare proteine effettrici fuori dal batterio 
attraversando la membrana cellulare e la parete batterica. Le 
proteine effettrici agiscono sulla cellula ospite eucariotica alterandone 
la fisiologia e permettendo la sopravvivenza del batterio nei tessuti 
invasi. È stato dimostrato che le salmonelle possiedono due sistemi 
TTSS, denominati TTSS-1 e TTSS-2. I geni che codificano per le 
proteine coinvolte nella formazione dei sistemi TTSS sono localizzati 
in due estese regioni di DNA cromosomale, note come “Isole di 
Patogenicità di Salmonella” e denominate rispettivamente SPI1 e 
SPI2 (27) (28). I due sistemi di secrezione hanno mostrato ruoli 
differenti durante il processo patogenetico; nello specifico SPI1 è 
requisito essenziale per l’invasività della mucosa intestinale, mentre 
SPI2 influenza la virulenza sistemica, favorisce la crescita 
intracellulare del germe e la sua sopravvivenza nei macrofagi (25). 
Nelle prime fasi dell’infezione, Salmonella interagisce con gli 
enterociti e trasloca, tramite il sistema TTSS-1 nel loro citosol, 
quattro proteine effettrici denominate Sop (Salmonella outer proteins, 
dette anche Sig, Salmonella invasion gene). La proteina effettrice più 
importante è SopB, una tossina batterica enterotossica (detta anche 
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SigD) codificata da un’altra isola di patogenicità denominata SPI-5 
(27). SopB è una inositolo-fosfato fosfatasi che induce infiammazione 
intestinale e secrezione di fluidi. È noto che l’infezione da Salmonella 
induce l’innalzamento dei livelli cellulari di inositolo 1,4,5,6-
tetrafosfato (InsP4) con il risultato di stimolare la perdita di ioni cloro 
dalla cellula eucariotica e la secrezione di fluidi nel lume intestinale 
(28). Salmonelle mutanti per delezione del gene che codifica questa 
tossina sono ancora in grado di causare diarrea, sebbene a dosi 
infettanti più alte, indicando la presenza di altri fattori necessari per 
l’induzione dell’enterite. Una volta penetrata nell’enterocita, 
Salmonella continua l’esportazione di proteine effettrici tramite il 
sistema TTSS-2. Una delle funzioni a cui contribuisce TTSS-2 è quella 
di aiutare la sopravvivenza e la proliferazione delle salmonelle nei 
macrofagi. Una volta superata la barriera intestinale a livello delle 
placche di Peyer, i batteri sono trasportati attraverso la via linfatica e 
il flusso sanguigno, ai linfonodi mesenterici, al fegato e alla milza. La 
risposta immunitaria dell’ospite viene evasa mediante la 
sopravvivenza all’interno del fagosoma dei macrofagi. Questo avviene 
grazie alla modulazione dell’espressione dei determinanti di virulenza 
che, nel caso di Salmonella, sono rappresentati da un sistema a due 
componenti; il regolatore trascrizionale PhoP e il sensore, PhoQ. PhoP 
è in grado di regolare la trascrizione di più di 40 geni, che possono 
essere attivati quando la Salmonella penetra nella cellula (geni pag, 
phoP-activated gene) o repressi nell’ambiente intracellulare (geni prg, 
phoP-repressed gene). Molti dei geni repressi da PhoP sono 
attivamente espressi nell’ambiente extracellulare, cioè durante le fasi 
dell’invasione dell’epitelio intestinale. Le due proprietà principali di 
Salmonella, l’induzione dell’endocitosi da parte delle cellule epiteliali e 
la sopravvivenza nei macrofagi, sono regolate in modo opposto dal 
sistema PhoPQ. Tra i geni soggetti alla regolazione PhoPQ troviamo 
quelli necessari per la modificazione dei lipopolisaccaridi (LPS), quelli 
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che mediano il trasporto del magnesio, la resistenza all’azione della 
bile, la secrezione delle proteine effettrici da parte del sistema TTSS-
1. PhoQ è una chinasi transmembranaria con un dominio 
periplasmatico che lega ioni Mg2+. PhoQ capta i segnali esterni e 
fosforila la proteina PhoP, attivandone la capacità di legare il DNA. La 
proteina PhoP fosforilata è un fattore trascrizionale in grado di legare 
i promotori dei geni Pho-regolati. Mutazioni nel dominio chinasico di 
PhoQ hanno un effetto pleiotropico sulle capacità patogene di S. ser. 
Typhimurium, che vanno dall’attenuazione della virulenza nel sistema 
murino alla incapacità di sopravvivere nei macrofagi in coltura, 
indicando quale sia l’importanza della corretta regolazione dei fattori 
di virulenza durante le varie fasi dell’infezione da Salmonella. Il 
sistema PhoPQ controlla anche hil (hyperinvasion locus), uno tra i loci 
più interessanti identificati per mutagenesi in S. ser. Typhimurium. I 
geni del locus hil codificano per proteine regolatrici (HilA, HilC, HilD) 
che sono responsabili della modulazione a cascata dei fattori di 
trascrizione che a loro volta regolano l’espressione dei geni codificati 
nelle SPI1 e SPI5. Il gene hilA codifica per il regolatore centrale dei 
geni di invasione e può direttamente o indirettamente modulare 
l’espressione di SPI1 (20).  
Oltre ai geni cromosomali descritti, a livello plasmidico è stata 
osservata una regione di 8 kb chiamata spv (Salmonella plasmid 
virulence) associata ad una elevata gravità della malattia associata. 
Questa regione è presente più frequentemente in ceppi isolati da 
infezioni umane extraintestinali rispetto a ceppi isolati da campioni 
fecali o da campioni ambientali, e comprende un gene regolatore 
spvR e quattro geni strutturali spvABCD. I geni spv sembrano 
promuovere la fase macrofagica della malattia evitando così la 
distruzione del batterio da parte dei neutrofili e facilitando la 
proliferazione dei ceppi di Salmonella extraintestinali presenti nei vari 
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siti di infezione. Un controllo così complesso della regolazione dei geni 
d’invasione garantisce al batterio grande flessibilità nell’espressione 
genica, permettendogli di esprimere i geni di virulenza in condizioni 
diverse a seconda del sito di infezione e della risposta dell’ospite. 
Mediante questo sofisticato sistema di controllo dell’espressione, 
Salmonella coordina anche la simultanea espressione delle molecole 
effettrici e dei trasportatori che partecipano al sistema TTSS-1. 
L’espressione dei geni di invasione viene attivata nel lume intestinale 
ma è repressa all’interno dei macrofagi o in altri tessuti dove 
presumibilmente i prodotti genici necessari per l’invasione 
enterocitica non sono più richiesti e potrebbero addirittura risultare 
deleteri; nei macrofagi vengono attivate nuove funzioni necessarie 




Figura 2: Interazione ospite-Salmonella. Modulazione del sistema 
immunitario innato dell’ospite (13). 
 
2.2 Manifestazioni cliniche dell’infezione nell’uomo 
 
Le salmonelle rappresentano uno dei più comuni agenti eziologici di 
enteriti a trasmissione oro-fecale, insieme ad altri enterobatteri quali 
Shigelle ed E. coli enteropatogeni. In neonati, bambini e adulti con 
precarie condizioni immunitarie, si assiste talvolta al passaggio da 
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una forma enterica ad una forma sistemica con complicanze a livello 
di vari organi. In Italia si contano circa 20 decessi associati a 




Il processo patogenetico (Figura 3) ha inizio subito dopo l’ingestione, 
quando le salmonelle raggiungono il lume intestinale, si replicano, 
aderiscono agli enterociti e invadono la mucosa. Successivamente 
penetrano nelle cellule e vengono inglobati nei fagosomi. Senza 
subire alcun’alterazione vanno a localizzarsi sulla lamina propria ed è 
a livello di questa struttura che si replicano rapidamente provocando 
un processo infiammatorio con congestione, edema e afflusso di 
polimorfonucleati e monocito-macrofagi.  
 




In questa prima fase la liberazione di lipopolisaccaride batterico 
provoca febbre, nausea, vomito e dolori addominali. Il vomito 
(alimentare, acquoso o biliare) è particolarmente intenso e precoce 
nel bambino piccolo. I dolori addominali possono essere diffusi o 
localizzati all’epigastrio. Dopo circa 10-20 h insorge la diarrea 
determinata sia dalla degenerazione e dal distacco degli enterociti che 
dalla loro sofferenza funzionale. Questa evoluzione bifasica della 
sintomatologia si riscontra nella maggior parte dei pazienti con 
gastroenterite da Salmonella. Le feci inizialmente molli e acquose, 
possono presentare nel secondo o terzo giorno di malattia tracce di 
muco misto a sangue (32). I sintomi più frequenti sono la diarrea nel 
50-100% dei casi, i dolori addominali nel 40-90%, la febbre nel 40-
80%, nausea e vomito nel 20-50% e in circa il 50% dei pazienti con 
diarrea si è riscontrato del sangue nelle feci (33, 34, 35, 36). La 
sintomatologia regredisce in 2-4 giorni e nella gran parte dei casi la 
guarigione è completa, ma il soggetto può rimanere portatore ed 
eliminare batteri con le feci.  
Le forme sistemiche, che possono presentarsi come batteriemie, 
setticemie e infezioni localizzate, si sviluppano soprattutto nei 
bambini e in pazienti immunodepressi come conseguenza di 
gastroenteriti acute. A tali patologie sembrano essere associati in 
particolare alcuni sierotipi, come S. ser. Choleraesuis e S. ser. Dublin 
e S. ser. Enteritidis e S. ser. Typhimurium (37). Il passaggio da una 
semplice enterite ad una forma sistemica è dovuto alla resistenza 
della Salmonella al “killing” fagocitario all’interno dei granulociti e dei 
monocito-macrofagi. I batteri trasportati dai fagociti possono passare 
ai linfonodi mesenterici e quindi in circolo inducendo semplici 
batteriemie sintomatiche o manifestazioni settiche con o senza 
localizzazioni metastatiche. La manifestazione di una forma sistemica 
dipende sia da fattori intrinseci del microrganismo sia dalle capacità 
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difensive dell’ospite. Tali capacità sono poco efficienti nel neonato e 
nei pazienti immunodepressi, nei quali, come è noto, sono 
compromesse sia il fenomeno dell’opsonizzazione sia l’attività 
funzionale dei monociti e dei granulociti neutrofili (27). 
 
2.3 Manifestazioni cliniche dell’infezione negli animali 
Le infezioni da Salmonella possono interessare sia gli animali a 
sangue caldo che a sangue freddo. Spesso sono asintomatiche, ma 
talvolta possono indurre malattia, principalmente a carico 
dell’apparato digerente. Alcuni sierotipi possono dare forme 
sistemiche come setticemia e aborto o localizzarsi in vari organi. 
Come per l’uomo, la via principale di trasmissione è quella oro-fecale 
e le fonti più frequenti di contaminazione sono gli alimenti, le acque e 
l’ambiente. Per alcuni sierotipi, in particolare S. ser. Enteritidis, risulta 
particolarmente importante la trasmissione verticale che comporta, 
ad esempio nelle specie avicole, il passaggio dell’infezione dai 
riproduttori alla progenie. I soggetti asintomatici svolgono un ruolo 
importante nel mantenere l’infezione in allevamento. La diffusione 
della Salmonella è inoltre agevolata da fattori come le condizioni 
igieniche e il sovraffollamento dell’allevamento, condizioni di stress, il 
parto, infezioni virali concomitanti. In genere, gli animali giovani sono 
più sensibili degli adulti. L’intero processo che porta alla 
gastroenterite si compone di tre fasi: la colonizzazione intestinale, 
l’invasione del rivestimento epiteliale e la perdita di liquido. Le 
salmonelle dopo aver raggiunto i villi dell’ileo e del colon iniziano a 
moltiplicarsi, infettano le cellule e raggiungono la lamina propria dove 
continua la replicazione e dove avviene la fagocitosi e il trasporto ai 
linfonodi. La risposta infiammatoria indotta stimola la liberazione di 
prostaglandine che inducono a loro volta la liberazione di acqua nel 
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lume intestinale. In generale, le manifestazioni cliniche sono diarrea, 
vomito, inappetenza, dolori addominali. A questi quadri clinici si 
associano anche innalzamento della temperatura, depressione, shock 
e, nei casi più gravi, morte. Se le salmonelle riescono a passare nel 
circolo sanguigno, si ha setticemia e disseminazione in vari organi 
(cuore, polmoni, cervello, linfonodi, ecc.) con gravi manifestazioni 
cliniche associate. I sierotipi e le manifestazioni cliniche associate 
all’infezione variano al variare della specie animale. Nei bovini i 
sierotipi di maggiore importanza sono S. ser. Dublin e S. ser. 
Typhimurium. Le enteriti da S. ser. Dublin si manifestano nei vitelli di 
3-6 settimane con febbre, anoressia, depressione, diarrea e morte 
entro pochi giorni, mentre negli adulti l’infezione si presenta con 
febbre, diarrea emorragica, aborto al 6°-7° mese. La mortalità può 
essere elevata. La salmonellosi ovicaprina è molto diffusa e i 
principali sierotipi responsabili sono S. ser. Dublin e S. ser. 
Typhimurium. L’infezione si presenta con astenia, diarrea, sete 
intensa e morte entro 24h. Nella pecora si ha inoltre l’infezione da S. 
ser. Abortusovis che induce come unica manifestazione l’aborto. Negli 
equini i principali sierotipi sono S. ser. Abortusequi responsabile di 
aborto ed S. ser. Typhimurium responsabile di enterite. Nell’infezione 
dei volatili sono implicati sia alcuni sierotipi ospite-specifici (S. ser. 
Gallinarum biovar. Gallinarum e S. ser. Gallinarum biovar. Pullorum) 
che altri non adattati all’ospite (S. ser. Typhimurium, S. ser. Blockley, 
ecc.). Anche gli animali da compagnia sono soggetti ad infezione da 
Salmonella. Nei cani e nei gatti l’infezione si manifesta come 




3 Epidemiologia delle infezioni da salmonella 
 
La trasmissione delle salmonelle e, in generale, il loro ciclo biologico, 
si presenta di notevole complessità in quanto coinvolge animali 
serbatoio, alimenti vettore e ambiente. Nel ciclo epidemiologico di 
Salmonella gli animali fungono da principali serbatoi di 
mantenimento. Diversi sierotipi possono prediligere diverse specie 
animali; alcuni sono considerati specifici per una specie animale (S. 
ser. Gallinarum nei polli), altri sono definiti ospite-adattati in quanto 
prediligono un ospite rispetto agli altri (S. ser. Dublin per bovini). Altri 
sierotipi sono invece ubiquitari come S. ser. Typhimurium. Il ruolo di 
serbatoio viene svolto da numerose specie animali sia da reddito che 
da compagnia. I bovini sono spesso colonizzati da S. ser. Dublin e S. 
ser. Typhimurium, con infezioni di diversa durata e tipo di 
manifestazione clinica. S. ser. Dublin può persistere nell’ospite molto 
a lungo, in alcuni casi anche tutta la vita, e spesso induce forme gravi 
di malattia. I suini rappresentano un importante serbatoio di 
salmonelle come S. ser. Typhimurium e S. ser. Derby (38). Un ruolo 
di minore importanza nella diffusione delle salmonelle è rivestito dagli 
animali da compagnia. La trasmissione di Salmonella all’uomo 
avviene principalmente attraverso l’ingestione di alimenti di origine 
animale contaminati, anche se possono verificarsi casi di trasmissione 
interumana o per contatto diretto con gli animali (8). La 
contaminazione ambientale di suolo, acque superficiali, ambienti di 
lavoro, può favorire la diffusione e il contatto delle salmonelle con le 
specie animali recettive e con l’uomo.  
Alimenti e derivati di origine animale  
L’ubiquitarietà e la capacità di crescita delle salmonelle a temperature 
comprese fra 7 °C e 46 °C fa sì che qualsiasi alimento manipolato o 
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conservato in modo non corretto possa essere fonte di infezione. Molti 
episodi sono causati dal tempo prolungato intercorso fra la 
preparazione o la cottura dell’alimento e il consumo, che rendono 
possibile la moltiplicazione dei batteri presenti, con aumento della 
dose infettante e quindi una maggiore probabilità di causare 
infezione, che può anche così presentarsi con caratteristiche di 
maggiore gravità. Anche il ruolo degli operatori della catena 
alimentare può essere rilevante, in quanto è stato dimostrato che una 
non corretta manipolazione di materie prime contaminate (carni, 
uova) può causare un’estesa contaminazione ambientale che, anche 
in conseguenza dell’elevata capacità delle salmonelle di sopravvivere 
nell’ambiente, può essere causa di contaminazione e cross-
contaminazione di alimenti pronti al consumo. Per quanto riguarda la 
catena di macellazione, la presenza di salmonelle è generalmente 
causata da contaminazione fecale, ed è direttamente proporzionale 
all’entità dell’infezione nell’animale e alle carenze igieniche in fase di 
macellazione. La contaminazione a livello delle masse muscolari è di 
solito infrequente, ma aumenta in seguito ai processi di lavorazione 
per la produzione di carni macinate o insaccati freschi. Per questo 
motivo tali prodotti, se cotti o stagionati in modo non sufficiente, 
possono divenire veicoli di infezione. 
Ambiente 
Sebbene gli animali e gli alimenti di origine animale rappresentino gli 
ospiti principali delle salmonelle, esse sono riscontrate anche 
nell’ambiente (acque, suolo, alimenti di origine vegetale), grazie alla 
contaminazione attraverso le feci sia di origine umana che animale. 
L’ambiente rappresenta un ottimo serbatoio di mantenimento per 
molti sierotipi, anche per quelli che normalmente non sono riscontrati 
negli animali da allevamento e nell’uomo. Salmonella è molto comune 
nelle acque reflue, attraverso le quali può diffondersi in ambienti 
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acquatici come torrenti, fiumi, laghi e rappresentare una fonte di 
contaminazione del suolo e di conseguenza anche dei vegetali (39). 
L’utilizzo delle acque reflue per irrigazione rappresenta una fonte 
diretta di contaminazione che è favorita da vegetali con denso 
fogliame in quanto proteggono i microrganismi dall’esposizione a 
fattori ambientali quali radiazioni solari, temperature elevate ed 
essiccamento e offre loro una superficie ottimale di crescita (40). 
Anche gli animali al pascolo inducono una contaminazione diretta del 
suolo che, attraverso dilavamento della pioggia può trasportare la 
















4 La salmonellosi nei suini. 
 
Nella specie suina sono state isolate moltissime sierovarianti, ma 
quelle di maggiore rilevanza sono S. Typhimurium Host Adaptation 
(HA) elevata, ampia gamma d’ospite e S. Choleraesuis HA limitata. 
Meno frequenti ma ugualmente importanti, come segnalato 
dall’ultimo Rapporto Entervet del Centro Nazionale di Riferimento per 
le Salmonellosi Animali (59) sono Salmonella ser. Derby e un nuovo 
sierotipo, provvisoriamente denominato 1,4,[5],12:i:- e 
verosimilmente risultante da una variante genomica di S. ser. 
Typhimurium. 
Nel suino, la forma clinica principale è l’enterocolite, generalmente 
sostenuta da sierotipi ospite-adattati di S. enterica (soprattutto S. 
ser. Typhimurium) e meno frequentemente da S. ser Choleraesuis. 
Con minore frequenza, quest’ultima determina anche una forma 
tifoide a evoluzione acuta o cronica. L’isolamento di S. ser 
Typhimurium o di S. ser Choleraesuis var. Kunzendorf dal contenuto 
intestinale del suino è un evento frequente e perciò l’evoluzione 
clinica può essere conseguenza di eventi condizionanti. Più 
raramente, nelle forme enteriche si osservano S. ser Derby e S. ser 
1,4,[ 5],12 : i : - : e in quelle sistemiche S. Typhisuis. I suini possono 
essere portatori post-clinici ed eliminare con le feci, in modo continuo 
o intermittente, cariche infettanti elevate; le salmonelle rimangono 
vitali e infettanti per 3 mesi nei liquami e per 4 mesi nelle feci 
essiccate (e quindi nel pulviscolo ambientale). Perciò l’infezione può 
avvenire per via orale, attraverso l’alimento contaminato dalle feci, o 
inalatoria, tramite l’aria dei ricoveri. Nel suino l’infezione evolve 
spesso in modo asintomatico, mentre le forme cliniche sono più che 
altro enteriche, con diarrea catarrale o emorragica, disidratazione, 
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debolezza, inappetenza e febbre; in rari casi, soprattutto nei giovani e 
nelle scrofe post-parto S. ser. Choleraesuis può causare gravi 
setticemie. Sono difficilmente differenziabili da quelle indotte da 
qualsiasi altra forma di setticemia (malrosso, peste, setticemia 
streptococcica, malattia degli edemi). Esse sono in genere 
caratterizzate da: 
 Emorragie petecchiali preferenzialmente localizzate 
sull’epicardio e nella corticale del rene; 
 Splenite congestizio-emorragica; 
 Linfoadenite acuta; 
 Necrosi epatiche migliari; 
 Meningoencefalite non purulenta; 
 Polmonite interstiziale. 
Le lesioni intestinali sono rappresentate da enterite catarrale che a 
livello dell’ileo assume carattere emorragico e in secondo tempo da 
colitiflite fibrinosa emorragica e necrotica difteroide (Figura 4). La 
lesione macro- e microscopica più rilevante è rappresentata dalla 
necrosi superficiale delle placche di Peyer e dei noduli linfatici del 
cieco (Figura 5). 
 
 





Figura 5: Intestino. Necrosi delle placche del Payer (41) 
 
La forma enterica cronica (S. ser. Typhisuis, S. ser. Typhimurium) ha 
un andamento più lento e meno eclatante, il tenue spesso risulta 
indenne da lesioni mentre la flogosi, prevalentemente di tipo 
necrotico-ulcerativo e pseudomembranoso difteroide si localizza al 
colon, cieco e retto. Nel suino, uno due mesi dopo l’episodio diarroico 
da salmonella, si possono riscontrare delle complicazioni di stenosi 
rettale, 2-5 cm anteriormente all’ano. 
In alcuni casi, la guarigione dall’enterocolite è solo apparente e i 
danni alla mucosa ileale causano gravi forme di malassorbimento e 
deperimento progressivo. Le forme cliniche sono sporadiche, mentre i 
focolai ad elevata mortalità sono rari e confinati a particolari 
allevamenti nella fase di svezzamento; in nessun caso assumono una 
connotazione epidemica. I suini portatori asintomatici, sono 
importanti serbatoi d’infezione, in particolare per S. ser. 
Typhimurium. L’ambiente rurale può essere, in condizioni particolari 
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di fecalizzazione, una fonte di contaminazione degli alimenti e delle 
acque.  
Altre fonti e cause di contaminazione possono essere: 
 Elevata densità degli animali e aumento dei portatori 
asintomatici;  
 Fecalizzazione e biosicurezza insufficiente;  
 Rimescolamento di provenienze diverse negli allevamenti 
d’ingrasso;  
 Demuscazione e derattizzazione inefficaci;  
 Scorretta gestione dei liquami e infezioni concomitanti da virus 
potenzialmente immunodepressogeni (PRRSV e PCV2). 
 
La filiera suina è frequentemente correlata ad episodi di salmonellosi 
nell’uomo, dovuti in particolare ai sierotipi Typhimurium, Derby e 
Enteritidis (42). I suini portatori asintomatici di Salmonella spp. 
rappresentano un potenziale rischio per la contaminazione delle 
carcasse in macello e la principale via di ingresso del patogeno lungo 
la filiera (43). È stato dimostrato che i suini possono infettarsi in 
poche ore (2 o 3) dopo il contatto con la fonte di contaminazione. Ne 
consegue che il riscontro di positività al macello può essere connesso 
a contaminazione avvenuta in allevamento, durante il trasporto o la 
sosta pre-macellazione degli animali. I soggetti portatori possono 
veicolare la Salmonella nelle feci, nel tratto intestinale e negli annessi 
tessuti linfatici, principalmente le tonsille, i linfonodi mesenterici e 
sottomandibolari. Queste condizioni aumentano il rischio di diffusione 
tra gli animali e di contaminazione diretta o indiretta delle 
carcasse(42). La capacità di alcuni ceppi di divenire residenti nei 
macelli può inoltre favorire la cross-contaminazione delle carni (44). 
Le misure di controllo finalizzate alla riduzione della prevalenza 
devono pertanto essere implementate sia al livello di produzione 
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primaria che nelle fasi successive, incluso il macello (44). La 
prevalenza di Salmonella spp. nelle carni suine al macello può variare 





5 QMRA (Valutazione quantitativa del rischio 
microbiologico) 
 
La valutazione quantitativa del rischio microbiologico (QMRA) 
rappresenta un importante passo avanti per la gestione della 
Salmonella, perché studia la Salmonella nei suini dall’allevamento al 
consumo, tenendo conto della variabilità tra e all'interno degli Stati 
membri dell’UE. (47) Il numero di casi d’infezione umana attribuibili a 
Salmonella nei suini e nella carne di maiale può variare notevolmente 
tra stati membri e dipende principalmente da: 
 Presenza di Salmonella (prevalenza e incidenza) nei suini e 
nella carne suina; 
 Modalità di consumo e preferenze alimentari; 
 Importanza relativa ad altre fonti di Salmonella.  
 
Dall'analisi descrittiva e comparabile della distribuzione dei sierotipi 
nelle fonti animali e negli umani, una valutazione prudente 
considererebbe che circa il 10-20% delle infezioni umane da 
Salmonella nell’UE possa essere attribuita al serbatoio maiale. 
Dall'analisi di valutazione quantitativa del rischio microbiologico 
risulta che una riduzione dell'80% o 90% di prevalenza nei linfonodi 
dovrebbe tradursi in una riduzione paragonabile del numero di casi 
umani attribuibili ai prodotti di carne di suino (47). Le principali fonti 
di infezione per i suini da riproduzione sono le stesse anche per i suini 
da macello: suini infetti in entrata, mangimi contaminati e altre fonti 
esterne e interne (Figura 6). Il controllo di salmonella in allevamenti 





 Negli allevamenti; 
 Nei suini in entrata; 
 Nei mangimi; 
 Includendo programmi di biosicurezza. 
Per ottenere il riscontro di Salmonella nei suini da macello dovrebbero 
essere controllate le due principali fonti: allevamenti di suini infetti da 
Salmonella e mangimi contaminati da Salmonella (48). Teoricamente, 
secondo l'analisi di valutazione del rischio microbiologico, compaiono i 
seguenti scenari possibili: 
 Assicurando che i suini da riproduzione siano esenti da 
Salmonella, si prevede una riduzione del 70-80% in stati 
membri dell’UE ad alta prevalenza ed una riduzione del 10-20% 
in stati membri dell’UE a bassa prevalenza; 
 Alimentando i suini con mangimi liberi da Salmonella, si 
prevede una riduzione del 10-20% in stati membri dell’UE ad 
alta prevalenza e del 60-70% in stati membri dell’UE a bassa 
prevalenza; 
 Prevenendo le infezioni di Salmonella da fonti esterne (ad 
esempio attraverso roditori e uccelli) si prevede una riduzione 
del 10-20% nei linfonodi dei suini da macello negli stati membri 






Figure 6: La catena di produzione di maiale rappresentata a partire 
dall’allevamento fino al consumatore. Le frecce indicano le fonti di 
introduzione di Salmonella nella catena i produzione (47). 
 
Viene suggerita una classificazione delle misure di controllo: un'alta 
prevalenza nei suini da riproduzione deve essere affrontata per 
prima, seguita dal controllo dei mangimi e quindi il controllo della 
contaminazione ambientale. Sempre in base alla valutazione del 
rischio microbiologico, per ogni stato membro, una riduzione di due 
logaritmi (99%) del numero di Salmonella presenti sulle carcasse 
contaminate, determinerebbe una riduzione superiore al 90% del 
numero di casi di salmonellosi umana attribuibili al consumo di carne 
di maiale. Una riduzione di un logaritmo (90%) comporterebbe una 
riduzione superiore all’ 80% dei casi umani. Ciò potrebbe essere 
realizzato attraverso misure di prevenzione di contaminazione fecale 
diretta e/o indiretta durante il trasporto, la sosta e, in particolare, 
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durante i processi di macellazione e preparazione e/o efficace 
decontaminazione delle carcasse. Il Reg (UE) 2015/1474 (49) 
consente l’utilizzo di acqua calda riciclata per eliminare la 
contaminazione microbica superficiale dalle carcasse. L’acqua calda 
riciclata deve essere sottoposta a un regime minimo di 
temperatura/tempo di riscaldamento e a un regime di rinnovo. Tale 
utilizzo non deve essere sostituito dalle buone pratiche di 
macellazione. Le pratiche di macellazione dei suini si differenziano sia 
all'interno che tra gli stati membri, ma anche tra piccoli macelli con 
pochi addetti e attrezzature ai grandi macelli.  
 
5.1 Fonti di infezione e trasmissione di Salmonella nel macello 
Le pratiche di macellazione del suino sono diverse sia all'interno dei 
piccoli macelli anche all’interno dei grandi macelli che sono altamente 
automatizzati e che macellano migliaia di animali al giorno. 
Evidentemente, le pratiche e l'uso di attrezzatura varia in modo 
significativo così come le misure preventive e sistemi di monitoraggio. 
La Figura 7 illustra il diagramma di flusso del processo di 
macellazione del suino: 
 Dalla sosta, i maiali sono portati all'unità stordimento, 
dopodiché vengono dissanguati e immersi nella vasca di 
scottatura contenente acqua calda (62°C) in modo da 
consentire la adeguata dilatazione dei pori piliferi facilitando la 
fase della depilazione. La scottatura può ridurre il numeri delle 
Salmonelle sulla superficie della carcassa ma anche in questa 
fase possono essere isolati ceppi di Salmonella (50; 51; 52). In 
particolare, se la temperatura delle gocce d'acqua è inferiore a 
62°C, l'acqua contribuirà a una contaminazione crociata delle 
superfici interni ed esterne della carcassa. A temperature 
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ancora più basse l'acqua può anche servire come un mezzo di 
crescita per la salmonella (53). 
 La depilazione è un processo che può portare alla trasferimento 
di batteri da un animale infetto ad un animale pulito. Le 
spazzole delle macchine depilatrici sono soggette a 
contaminazione e sono difficili da pulire, per cui rimane sempre 
un certa quantità di residuo (setole, frammenti di cute, residui 
fecali ecc.) tra un ciclo di lavorazione e quello successivo. 
 Durante la bruciatura, la superficie esterna della carcassa è 
esposta ad alte temperature con conseguente 
decontaminazione della superfici e distruzione della pelle, ma 
alcune aree della carcassa saranno meno esposte al calore 
rispetto ad altre. Gli effetti ottenuti durante la flambatura 
vengono annullati con la successiva docciatura per allontanare 
ogni tracia di residuo. 
 A seguito della bruciatura, la carcassa sarà raschiata per 
rimuovere la pelle superficialmente bruciata. La depilazione e la 
raschiatura possono causare il rilascio di liquidi contaminati. In 
uno studio sui macelli europei, (54) videro che la raschiatura è 
significativamente associata alla contaminazione delle carcasse. 
Lo studio ha inoltre indicato che la Salmonella può persistere 
nelle macchine di depilazione e di raschiatura per lunghi periodi 
di tempo. 
 Durante i processi di evaporazione del liquido e rimozione della 
corata, le superfici interne ed esterne della carcassa sono 
frequentemente contaminate da contenuto intestinale, dalla 
lingua e dalle tonsille direttamente o indirettamente; anche se 
le procedure sono sta eseguite correttamente (54) trovano nella 
rimozione della corata un fattore di rischio significativo per la 
contaminazione delle carcasse. L'uso di misure speciali per 
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evitare la contaminazione della carcassa durante l'eviscerazione 
dal retto si è dimostrato molto efficace. 
 Anche la divisione della carcassa può contribuire alla 
contaminazione e alla contaminazione crociata. La difficoltà di 
pulire gli schermi protettivi e la sega elettrica e la presenza di 
una grande quantità di polvere sono una fonte potenziale di 
crescita e di diffusione di Salmonella. In generale, la 
contaminazione a livello delle carcasse tende ad essere bassa o 
modesta, ma quando si verificano incidenti (ad esempio rottura 
del intestino), la contaminazione fecale può essere alta.  
 Successivamente le carcasse vengono refrigerate e conservate 
a basse temperature. Molti macelli utilizzano per la 
conservazione delle carcasse il congelamento superficiale della 
pelle. Questo processo non influenza l’abbassamento dei numeri 
della Salmonella sulle carcasse, in quanto è un processo breve 
e la Salmonella è relativamente resistente al gelo. 
 
 





5.2 Misure del controllo della Salmonella nel macello 
Segue l’elenco di pratiche che possono essere attuate per controllare 
la diffusione di Salmonella all’interno di un macello 
 Separazione dei suini sulla linea di macellazione; 
 Gestione separata/speciale di suini provenienti da 
allevamenti ad alto rischio Salmonella; 
 Monitoraggio della temperatura dell’acqua bollente e 
durante la conservazione con il freddo; 
 Bruciatura a 1300-1500 °C; 
 Pulizia e disinfezione delle attrezzature tra i lotti e le 
carcasse (coltelli, robot, nastri trasportatori, ecc.); 
 Controllo della contaminazione durante i processi di 
eviscerazione: uso di buste o dispositivi simili durante la 
rimozione del tratto intestinale, attenta eviscerazione per 
evitare forature accidentali; 
 La rimozione della testa prima della divisione della 
carcassa per evitare la contaminazione crociata dalla 
cavità orale, in particolare per gli animali provenienti da 
allevamenti altamente infetti; 
 Monitoraggio batteriologico end-point di Salmonella sulle 
carcasse e procedure di follow-up in caso di aumento 
della prevalenza nelle carcasse nei macelli; 
 Formazione del personale che opera nei macelli. 
 
5.3 Il monitoraggio di Salmonella al macello 
 
I dati di monitoraggio di Salmonella nei macelli possono essere 
utilizzati per il rilevamento di infezione nei singoli animali o per 
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controllare lo stato di tutto il gruppo, per il controllo d'igiene della 
macellazione, la tracciabilità di epidemie d’origine alimentare (47). 
La stragrande maggioranza delle schemi di monitoraggio si basano 
sull’esame microbiologico per la salmonella tramite spugnette su 
carcassa. 
A seconda dello scopo del campionamento, possono essere diversi 
anche i punti di campionamento. 
 Le feci dei maiali all'inizio del macellazione: indicano l'introduzione 
di Salmonella al macello, ma non forniscono informazioni circa il 
livello di contaminazione, la contaminazione crociata e lo stato 
batteriologico dello prodotto finito. 
 La pelle dei suini all'inizio del macellazione: Soprattutto fa 
riflettere l'infezione a livello intestinale del maiale e alla 
allevamento di origine e la contaminazione crociata durante 
trasporto. 
 I linfonodi: sono un indicatore d’infezione da salmonella nei maiali, 
ma non forniscono informazioni sul reale spargimento fecale. 
 La carcassa durante il processo di macellazione: indica sia 
l'infezione a livello intestinale del maiale e dell’allevamento di 
origine sia la contaminazione crociata e lo stato igienico durante le 
procedure di macellazione. 
 Campionamenti ambientali di pareti, pavimenti, attrezzature, etc.: 
indicano il carico di eliminazione di Salmonella dai suini nonché 
l'igiene sul luogo di campionamento. 
 Tagli di carne: indica l'infezione a livello intestinale del maiale e 
nella allevamento di origine, così come la cross-contaminazione e 
l’igiene nei precedenti passaggi dal trasporto fino al 
campionamento. Può quindi servire come indicatore 






Il fenomeno del antibiotico-resistenza è molto diffuso nel genere 
Salmonella, sia in isolati umani che in ceppi di origine animale (45). 
La resistenza agli antibiotici è una conseguenza dalla pressione 
selettiva esercitata sulle popolazioni microbiche dall’uso di questi 
farmaci. L’acquisizione di resistenze è dovuta all’uso di antibiotici non 
solo in medicina umana, ma anche in medicina veterinaria e in 
zootecnia (Figura 8). Infatti in zootecnia l’uso di trattamenti di massa 
per la terapia e la profilassi delle infezioni batteriche negli allevamenti 
intensivi, dove risulta difficile individuare il singolo animale, rendono 
difficile il controllo accurato della posologia. Inoltre, l’aggiunta di 
antibiotici ai mangimi in concentrazioni subterapeutiche, come 
promotori di crescita (auxinici), favorisce la selezione di ceppi 
resistenti sia verso le molecole impiegate sia verso quelle 
strutturalmente e farmacologicamente correlate (resistenza crociata) 
(56) 
 
La resistenza batterica agli antibiotici può essere dovuta a diversi 
meccanismi: 
 Alterazioni nel sito bersaglio dell’antibiotico al interno della 
cellula batterica; degradazione o inattivazione enzimatica 
dell’antibiotico (idrolisi da parte di beta-lattamasi); 
 Cambiamenti nella permeabilità della parete cellulare 
batterica (mutazioni nelle porine) che impediscono l ingresso 
dell’antibiotico; 
La resistenza può essere intrinseca, nel caso in cui sia determinata da 
caratteristiche innate del microrganismo (membrana esterna nei 
Gram-negativi, pompe di efflusso), oppure può essere acquisita dai 
batteri mediante trasferimento genetico orizzontale (coniugazione, 
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trasformazione, traduzione) da parte di plasmidi, trasposoni e 
integroni o mediante mutazioni, selezionate dall’ uso di antibiotici e 
trasferibili solo verticalmente. 
Una volta che si verifica l acquisizione di una resistenza, questo 
evento viene selezionato e propagato nella popolazione batterica. 
In Salmonella, l’elevata diffusione di resistenza è dovuta 
principalmente al trasferimento orizzontale di cassette geniche di 
resistenza attraverso elementi mobili di DNA, quali plasmidi, 
transposoni e integroni (57). 
L’associazione tra cassetta genica e integrone è stata fondamentale 
nel determinare la comparsa e la diffusione di resistenze 
contemporanee a più antibiotici di diversa famiglia (multiresistenza). 
I batteri Gram-negativi che mostrano fenotipo di resistenza multiplo, 
spesso veicolano geni di resistenza a diversi antibiotici sulla stessa 
molecola. I plasmidi possono essere trasferiti tra batteri di specie e 
generi diversi, promuovendo la diffusione della multiresistenza. 
L’acquisizione di tali geni da parte dei plasmidi avviene grazie agli 
integroni, elementi genetici mobili che promuovono la cattura dei geni 
e la loro mobilizzazione verticale tra plasmidi stessi o tra plasmidi e 
cromosoma batterico e viceversa. Gli integroni continuano ad 











7 La rete di sorveglianza Enter-vet 
 
La rete Enter-vet è un sistema di sorveglianza passiva, con finalità di 
raccogliere dati, a livello nazionale, relativi agli isolamenti di 
Salmonella spp. da campioni di origine veterinaria. La rete Enter-vet 
è attiva dal 2002. E’ coordinata dal Centro di Referenza Nazionale per 
le Salmonellosi (IZSVe) e i nodi della rete Enter-vet sono i laboratori 
degli Istituti Zooprofilattici Sperimentali. La qualità dei dati inseriti dai 
laboratori afferenti alla rete è monitorata attraverso la partecipazione 
annuale ai circuiti interlaboratorio di isolamento e sierotipizzazione di 
Salmonella organizzati dal CNRS. I dati raccolti nell’ambito della rete 
Enter-vet devono essere interpretati con opportuna cautela, perché è 
un sistema di sorveglianza di tipo passivo, basato sulla trasmissione 
volontaristica delle informazioni. I dati raccolti permettono di 
estrapolare utili indicazioni rispetto alla circolazione di Salmonella 
nelle diverse fonti veterinarie. 
Secondo i dati del Enter-vet (59) il numero totale degli isolati raccolti 
(2002-2013) è di circa 41.509 e la sottospecie più frequente è S. 
enterica subsp. Enterica (Tabella 4). Invece il sierotipo più frequente 
è Typhimurium con 7.015 isolamenti (6.51%) seguito da S. ser. 
Typhimurum var. monofasica con 3.251 isolamenti (7,65%) e S. ser. 









Tabella 5: Ripartizione tra sierotipo (2002 – 2013) (Enter-vet). 
 
Secondo i dati del Enter-vet, (59) S. ser. Derby è il secondo sierotipo 
più frequentemente isolato da suino (Grafico 1). Ancora secondo i 
dati del Enter-vet abbiamo una tendenza di riduzione progressiva 
negli ultimi anni dei casi di S. ser. Typhimurum, ma anche un 
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aumento di numero dei casi di S. ser. Typhimurum var. monofasica e 
di S. ser. Derby (Grafico 2). La tendenza riscontrata a livello 
nazionale da campioni di origine animale rispecchia quanto rilevato a 
livello nazionale per gli isolati umani e quanto rilevato a livello 
europeo per i casi umani (1), cioè una riduzione progressiva negli 
ultimi 5 anni. Questo dato permette di confermare che le misure di 
controllo messe in atto nelle popolazioni avicole, in ottemperanza al 
Reg. (CE) No 2160/2003 (60), sono risultate efficaci. Questi risultati 
sottolineano soprattutto la necessità di pratiche sicure di 
manipolazione degli alimenti per limitare l'assunzione di carne di 
maiale cruda o poco cotta e le procedure per evitare la colonizzazione 
di allevamenti suini da Salmonella 
 
 





Grafico 2: Percentuale dei sierotipi di Salmonella riscontrati tra gli 























8 Scopo della tesi 
 
In applicazione al Reg. CE 218/2014 (6), dall’ottobre 2014, presso il 
laboratorio di Controllo Alimenti dell’IZS delle Venezie, vengono 
analizzati i campioni di spugnette abrasive provenienti dalle carcasse 
di suini macellati nella Provincia di Bolzano,  
Il regolamento CE 218/2014 (6) sul controllo ufficiale delle carcasse 
suine relativamente alla contaminazione da Salmonella, stabilisce che 
l’autorità competente deve verificare, tramite campionamento 
ufficiale, la corretta attuazione da parte degli OSA di quanto stabilito 
dal regolamento CE 2073/2005 (3), e successive modifiche, al punto 
2.1.4 dei criteri di igiene di processo. 
Facendo riferimento alla nota Ministeriale prot. 0031817-P-
05/08/2014 (allegato 1), che fornisce indicazioni per l’applicazione a 
livello nazionale del Reg. CE 218/2014 (6), è stato stabilito che in 
tutti i macelli della Provincia di Bolzano venga eseguito un prelievo 
mensile al massimo di 5 capi o di tutti i capi macellati il giorno del 
controllo, se di numero inferiore a 5. Il prelievo mensile deve 
continuare sino al raggiungimento di 49 capi testati nell’anno di 
riferimento. Si specifica che tale frequenza di campionamento, 
diversa da quella esplicitamente prevista dal Reg. CE 217/2014 (5), è 
stata stabilita (nota del Servizio Veterinario Aziendale prot. 0095336-
BZ del 18/08/2014) (61) considerando che in Provincia di Bolzano 
tutti i macelli sono autorizzati anche alla macellazione di suini, ma 
attualmente nessuno macella più di 300 suini alla settimana, intesi 
come media mensile. Le modalità di campionamento per 
l’effettuazione delle analisi per la ricerca di Salmonella prevedono 
l’impiego di un’unica spugnetta abrasiva (sponge bag) utilizzata 
secondo il “metodo non distruttivo” su 4 siti per carcassa prima del 
52 
 
raffreddamento: coscia, pancia, gola e lombo (ISO 17064). Le aree 
individuate sono da ritenersi a più alta probabilità di contaminazione, 
così come indicato nel Reg. CE 1441/2007 (62) (Figura 9). 
La stessa spugnetta deve essere strofinata su un’area di 100 cm2 per 
ogni punto di prelievo, per un totale di 400 cm2. La superficie da 
campionare corrisponde al perimetro interno (10 cm x 10 cm) di un 
delimitatore usa e getta. La spugnetta deve essere strofinata 
orizzontalmente, verticalmente ed in diagonale (circa 10 volte in 
ciascun senso). Possibilmente i 4 punti devono essere divisi 
equamente sulle due mezzene della stessa carcassa ed è bene che 
per la ricerca di Salmonella siano utilizzate carcasse diverse da quelle 
per il conteggio delle colonie aerobiche e delle Enterobatteriacee 
(Figura 9). 
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Figura 9: Campionamento con “metodo non distruttivo” su 4 siti per 
carcassa (su gentile concessione dell’ASL di Bolzano). 
 
Successivamente al prelievo, il campione viene trasportato refrigerato 
(tra 0 e +4°C) al laboratorio d’analisi nell’arco di 24 ore dal momento 
del prelievo. 
Il Regolamento CE 217/2014 (5), che modifica il Reg. CE 2073/2005 
(3), stabilisce che il numero di unità campionarie in cui è possibile 
rilevare una contaminazione da Salmonella, all’interno delle 50 unità 
che costituiscono il campione, è uguale a 3. Quindi i risultati sono da 
interpretare come “soddisfacenti” se al massimo 3 campioni sono 
sfavorevoli e “insoddisfacenti” se più di 3 campioni sono sfavorevoli 
sui 50 campioni totali. 
54 
 
Le carcasse, i cui risultati analitici hanno dato esito sfavorevole in 
regime di autocontrollo, non sono tuttavia soggette all’obbligo del 
ritiro, qualora il responsabile sia in grado di dimostrare di aver 
attuato pertinenti azioni correttive. 
I dati dei controlli effettuati vengono quindi trasmessi annualmente 
alla Commissione Europea a norma dell’articolo 9 della Direttiva 
2003/99/CE (63). 
Scopo della presente tesi è stato quello di valutare: 
 l’efficacia del metodo precedentemente descritto e applicato in 
provincia di Bolzano per il controllo della Salmonella; 
 la prevalenza  di Salmonella in campioni di spugnette prelevate 
da carcasse suine; 
 la caratterizzazione fenotipica (individuazione del sierotipo; 
valutazione della resistenza agli antibiotici) e genotipica degli 






9 Materiali e metodi 
 
La raccolta dei campioni è stata effettuata presso l’Istituto 
Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie – sezione di Bolzano dal 
01/10/2014 fino al 31/07/2015. Sono stati analizzati 
complessivamente 730 campioni di spugnette prelevati in 221 
giornate di campionamento (Tabella 6). I campionamenti sono stati 
eseguiti mensilmente nei 37 macelli riconosciuti presenti sul territorio 
della Provincia di Bolzano. 
 
 PCR Microbiologico Totale 
Giornate di 
campionamento  
176 45 221 
Nr. campioni 580 150 730 
 
Tabella 6: Totale campioni analizzati come screening presso IZSVe 
Lo screening viene eseguito con il metodo rapido di PCR Real Time 
(Biorad) in 24 ore (580 campioni), i campioni positivi sono confermati 
con il metodo di riferimento microbiologico (ISO 6579-2002). Quando 
non è stato possibile, per motivi organizzati (es: arrivo del campione 
il venerdì pomeriggio), analizzare i campioni con la metodica PCR 
Real Time, il laboratorio ha eseguito in prima istanza il metodo 
microbiologico (150 campioni).  
I ceppi positivi di Salmonella sono stati inviati al CRN delle Salmonella 
di Padova per la sierotipizzazione e all’Università di Pisa per la PGFE e 




9.1 Ricerca di Salmonella spp. mediante Real Time PCR iQ-
CheckTM Salmonella II kit (Bio-Rad) 
Il kit “iQ-CheckTM Salmonella II“ è stato validato dalla ditta Biorad e 
certificato da AFNOR, secondo le indicazioni della norma EN ISO 
16140:2011, utilizzando come metodo di riferimento la norma EN ISO 
6579 (2002): “Food Microbiology- Horizontal method for the detection 
of Salmonella spp”. La ricerca di Salmonella spp. può essere eseguita 
su tamponi e spugnette prelevate da carcasse con il metodo non 
distruttivo secondo il Regolamento CE n. 2073/2005 e successive 
modifiche e integrazioni. 
 
Il metodo è di tipo qualitativo, quindi il risultato di tale procedura 
indica la presenza o assenza di acido nucleico riferibile a Salmonella 
spp. Il metodo prevede seguenti fase: 
 Preparazione del campione; 
 Pre-arricchimento; 
 Estrazione del DNA; 
 Amplificazione genica tramite Real Time PCR. 
 
Preparazione/pre-arricchimento. 
Le spugnette vengono imbevute in 100 ml di APTS (Acqua peptonata 
tamponata per salmonella) e incubate a 371°C per 18±2h, 




Figura 10: Preparazione/pre-arricchimento della Salmonella (IZS delle 
Venezie –Bolzano) 
 
Al termine del periodo di incubazione è possibile trasferire in provetta 
una parte del volume di pre-arricchito (10 ml) per procedere alla fase 
di estrazione del DNA batterico, prestando attenzione a non 
introdurre frammenti di residui alimentari e a non agitare i sacchetti 
stomacher prima del prelievo. I campioni pre-arricchiti vengono 
mantenuti nei sacchetti stomacher a temperatura compresa tra 2 ed 
8°C fino a 48 h, per l’eventuale conferma dei positivi. 
Estrazione del DNA batterico 
Sotto cappa sterile a flusso laminare si preleva un’aliquota di 1 ml del 
pre-arricchimento per ciascun campione dalla provetta che è stata 
precedentemente allestita. Essa viene quindi centrifugata a 12000 x g 
per 5 minuti e ne viene eliminato il surnatante. 
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Vengono quindi aggiunti 200 μl di Lysis reagent al pellet, avendo cura 
di mantenere il reagente in miscelazione sull’agitatore magnetico a 
velocità intermedia, allo scopo di consentire il prelievo della totalità 
delle sue componenti (soluzione e resina) e risospendendo il pellet 
mediante pipettamento e vortex. 
Le provette da 1,5 ml vengono quindi incubate nel termoblocco a 
95°C-100°C per 10 minuti, vortexate ed infine centrifugate a 12000 x 
g per 5 minuti. 
Il surnatante è la parte contenente il DNA estratto e che viene 
analizzato mediante reazione di PCR Real Time  
Per verificare la buona riuscita del processo, in ogni seduta 
d’estrazione bisogna prevedere anche l’estrazione del:  
 Controllo positivo di processo (PPC): testato in parallelo ai 
campioni incogniti a partire dalla fase di estrazione. Tale 
controllo è costituito da una sospensione batterica di un ceppo 
di Salmonella agbeni in APTS. 
 Controllo negativo di processo (NPC): testato in parallelo ai 
campioni incogniti a partire dalla fase di estrazione. Tale 
controllo è costituito da terreno APTS, privo del target. 
 Controllo positivo di processo (PPCP) con pretrattamento (pre 
arricchimento): campione costituito da una matrice 
naturalmente o artificialmente contaminata processato 
unitamente ai campioni a partire dalla fase di pre-
arricchimento. 
 
Nella fase di amplificazione devono essere aggiunti anche i controlli di 
amplificazione, quindi: 
 Controllo negativo di amplificazione (NTC); 




Amplificazione mediante PCR 
Preparare la miscela di reazione, miscelando le opportune quantità 
del reagente B (Fluorescent Probes) e del reagente C (Amplification 
mix) e distribuire nella piastra 45 µl di mix di reazione per ogni 
campione. Aggiungere 5 µl di controllo negativo nel pozzetto 
identificato come NPC e 5 µL di controllo positivo nel pozzetto 
identificato come PPC. Aggiungere quindi nei pozzetti identificati 
come campioni 5 µL di DNA dell’estratto relativo a ogni campione 
senza miscelare. Aggiungere infine 5 µl di NTC nel pozzetto 
identificato come controllo negativo di amplificazione e 5 µl di PTC nel 
pozzetto identificato come controllo positivo di amplificazione. 
Sigillare la piastra con film adesivo, collocarla nell’apposito vano del 
termociclatore Real Time PCR CFX-96 e procedere all’avviamento 










Figura 12: CFX96 (Biorad). 
 
 





Tempo N. cicli 
DENATURAZIONE 
INIZIALE 
95°C 10’ 1 
DENATURAZIONE 95°C 15’’ 
50 ANNEALING 58°C 20’’ 
ESTENSIONE 72°C 30’’ 
 
Tabella 7: Profilo termico per l’amplificazione mediante Real Time 
PCR. 
Analisi dei dati 
La prova viene definita CONFORME, se i controlli predisposti danno 
risultati conformi all’atteso ovvero risultano compatibili con quanto 




Tabella 8: Interpretazioni dei valori Ct. 
 
I risultati vengono interpretati valutando innanzitutto la conformità di 
tutti i controlli e analizzando quindi i valori di Ct corrispondenti ad 
ogni campione. Nel report iQ-Check Salmonella spp. elaborato, i 
controlli NTC e PTC che danno i risultati attesi vengono definiti: 
VALID, quindi validi, in caso contrario: INVALID, quindi invalidi. 
E importante controllare tutte le curve di fluorescenza e verificare che 
i valori di Ct generati dall’analisi del software (tramite posizionamento 
automatico della soglia, threshold) corrispondano alla fase 
esponenziale dell’amplificazione e che essa non sia distorta da rumore 
di fondo alto o irregolare. Per ottenere questo, valutare i tracciati sia 
in scala lineare che logaritmica e posizionare illa threshold il più in 
basso possibile all’interno della zona esponenziale dei tracciati, ma 
sempre al di sopra del rumore di fondo in modo tale che sia netta la 
distinzione fra i tracciati riferibili ai campioni positivi rispetto a quelli 
relativi ai campioni negativi. 
 
 Ct Salmonella spp. 
(FAM) 
Ct controllo interno (HEX) 
NTC Ct = N/A  28 ≤ Ct ≤ 40 
PTC 26 ≤ Ct ≤ 36 Non significativo  
NPC Ct = N/A Ct ≥ 28 
PPC/PPCP Ct > 10 Non significativo  
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Espressione dei risultati 
I campioni in esame vengono definiti POSITIVI quando le curve di 
fluorescenza associate a Salmonella spp. presentano un valore di Ct 
≥ 10; il risultato del controllo interno in questo contesto non risulta 
significativo. 
Nel caso in cui la curva di fluorescenza associata a Salmonella spp. 
presenti un valore di Ct <10, il campione deve essere testato 
nuovamente previa diluizione 1:10 con H2O distillata dell’estratto di 
DNA iniziale. 
I campioni in esame vengono definiti NEGATIVI quando il controllo 
interno presenta Ct≥ 28 e si verifica una delle seguenti condizioni: 
 il campione non presenta Ct associato alla curva di 
amplificazione per Salmonella spp. (Ct=N/A) 
 la curva di fluorescenza non presenta la forma di una tipica 
curva di amplificazione 
 
Se il campione presenta un controllo interno con Ct < 28 e si verifica 
una delle condizioni sopra citate (CT=N/A per la curva relativa a 
Salmonella oppure curva di fluorescenza di forma atipica) non è 
possibile interpretare la prova per il campione in esame. È necessario 
ripetere la prova a partire dalla fase di amplificazione. Se il controllo 
interno non presenta Ct e si verifica una delle condizioni sopra citate 
(CT=N/A per la curva relativa a Salmonella oppure curva di 
fluorescenza di forma atipica) il campione viene considerato INIBITO 
e deve essere testato nuovamente previa diluizione 1/10 in H2O 
distillata dell’estratto di DNA iniziale. Nel caso in cui l’analisi di 
screening mediante Real Time PCR iQ-CheckTM Salmonella II kit 
fornisca esito POSITIVO, questo deve essere confermato con il 
metodo microbiologico ISO 6579:2002/Cor 1:2004. 
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9.2 Ricerca di Salmonella spp. mediante metodo 
microbiologico 
Questa procedura è la trascrizione, della norma ISO 6579:2002 e 
della norma ISO 6579:2002/Cor 1:2004 “Microbiology of food and 
animal feeding stuffs- Horizontal method for the detection of 
Salmonella spp.”. 
La ricerca di Salmonella spp. può essere eseguita su spugnette da 
carcasse (prelevate da carcasse con metodo non distruttivo secondo il 
Regolamento CE n. 2073/2005 e successive modifiche e integrazioni). 
L'analisi è basata su una semina in vari terreni colturali selettivi e 
differenziali e successiva identificazione biochimica e sierologica delle 
colonie sospette. 
 
Prelievo del campione: 
Per questa prova si parte da campioni pre-arricchiti con 225 ml di 
APTS mantenuti a temperatura compresa tra 2 ed 8°C fino a 48 h nei 
sacchetti stomacher per l’analisi di screening mediante Real Time PCR 
iQ-CheckTM Salmonella II kit.  
 
Arricchimento selettivo 
 Trasferire 0,1 ml del pre-arricchimento in una provetta 
contenente10 ml di Rappaport Vassiliadis Broth (RVB) e incubare a 
41,5°C  1°C per 24 h  3 h. Il triptone contenuto in Rappaport 
Vassiliadis Broth fornisce il carbonio e l'azoto necessari per la 
crescita. Il cloruro di magnesio aumenta la pressione osmotica nel 
terreno. Il verde malachite inibisce gli organismi diversi dalle 
salmonelle. Il basso pH del terreno (5,1 ± 0,2), il verde malachite e 
l'alta concentrazione di cloruro di magnesio, che aumentano la 
pressione osmotica, sono selettivi per le Salmonella spp. 
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 Trasferire 1 ml del pre-arricchimento in una provetta contenente 10 
ml di Muller-Kauffmann Tetrathionate-Novobiocin Broth (MKTTn) e 
incubare a 37°C  1°C per 24 h  3 h. I sali biliari e il verde 
brillante inibiscono prevalentemente la crescita dei batteri Gram-
positivi. La produzione di tetrationato, dovuta all'azione esercitata 
dalla soluzione iodio-iodata sul tiosolfato di sodio, inibisce i batteri 
coliformi e la maggior parte dei batteri intestinali.  La novobiocina 
inibisce lo sviluppo di Proteus. Il carbonato di calcio neutralizza 
l'acido solforico prodotto durante la riduzione del tetrationato. 
L'effetto risultante mantiene costante il pH (64). 
 
Isolamento 
 Strisciare un'ansata dell'arricchimento selettivo RVB su Xylose-
Lysine-Desoxycholate Agar (XLD) e Xylose-lysine-tergitol 4 Agar 
(XLT4) in modo da ottenere colonie ben separate e incubare le 
piastre a 37°C  1°C per 24 h  3 h. 
 Strisciare un'ansata dell'arricchimento selettivo MKTTn su XLD e 
XLT4 in modo da ottenere colonie ben separate e incubare le 
piastre a 37°C  1°C per 24 h  3 h. 
 Ricercare al termine dell'incubazione la presenza di colonie tipiche 
di Salmonella e di colonie non tipiche che possono essere 
Salmonella. Le colonie tipiche di Salmonella hanno la seguente 
morfologia: 
 -su XLD: colonie con centro nero ed una zona leggermente 
trasparente di colore rossastro dovuta al cambiamento di colore 
dell’indicatore. (Figura 13) 
L'agar Xylose-Lysine-Desoxycholate è un terreno differenziale e 
selettivo che utilizza l'estratto di lievito come fonte di nutrienti e 
vitamine e il desossicolato di sodio come agente selettivo per 
inibire i microrganismi Gram-positivi. Lo xilosio viene aggiunto 
al terreno perché è fermentato da praticamente tutti gli 
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enterobatteri ad eccezione delle Shigelle, e ciò consente di 
differenziare le specie Shigella. La lisina viene aggiunta per 
differenziare le Salmonelle dai batteri non patogeni: in assenza 
di lisina, infatti, le Salmonelle fermentano lo xilosio, diventando 
indistinguibili dalle specie non patogene. Le Salmonelle, una 
volta esaurito lo xilosio, attaccano la lisina per mezzo 
dell'enzima lisina-decarbossilasi, riportando il pH su valori 
alcalini come nella reazione della Shigella. Per evitare un 
processo analogo da parte dei coliformi lisina-positivi, vengono 
aggiunti lattosio e saccarosio per produrre un eccesso di acido. 
Per migliorare la capacità di differenziazione del preparato, si 
aggiunge un sistema di indicatori di H2S a base di tiosolfato di 
sodio e citrato di ammonio ferrico che rivela la presenza di 
solfuro di idrogeno, con conseguente formazione di colonie nere 
al centro. I produttori non patogeni di H2S non decarbossilano 
la lisina ma provocano la reazione acida che impedisce 
l'annerimento delle colonie, riscontrabile solo con pH neutro o 
alcalino (65).  
-su XLT4: colonie rotonde con diametro di 1-2 mm, traslucide 
con presenza di un precipitato nero al centro e viraggio al rosa-
rosso del terreno (Figura 13). 
L'agar Xylose-lysine-tergitol 4 è un terreno selettivo e 
differenziale per l'isolamento di Salmonella spp. non Typhi. La 
differenziazione di batteri enterici Gram-negativi è ottenuta 
sulla base di fermentazione di xilosio, lisina decarbossilazione e 
la produzione di idrogeno solforato dal tiosolfato di sodio. 
Invece il sodio desossicolato e Tergitol 4 inibiscono la crescita di 
microrganismi Gram-positivi; il rosso fenolo agisce come un 
indicatore di pH invece il citrato ammonico ferrico indica la 
produzione di H2S. La Salmonella fermenta lo xilosio con 
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acidificazione del mezzo e la lisina decarbossilasi con 








La conferma viene fatta isolando da ciascuna piastra di ciascun 
arricchimento selettivo almeno 1 colonia tipica o sospetta e ulteriori 4 
colonie se la prima è negativa. 
Strisciare le colonie selezionate su Nutrient Agar (NA) in modo da 






La conferma biochimica viene fatta inoculando il ceppo in Triple Sugar 
Iron Agar (TSI), Urea brodo, -Galattosidasi agar, Lisina ecarbossilasi 
brodo, Voges-prskauer (VP) agar e Indolo brodo. (Figura 14). I 
terreni vengono poi incubati a 37°C 1°C per 24 h 3 h ed interpretati 
in base al loro aspetto: 
TSI Agar:  
 Fondo:  
 Giallo- glucosio positivo (glucosio utilizzato) 
 rosso o non modificato- glucosio negativo (glucosio 
non utilizzato) 
 nero- formazione H2S 
 bolle o rotture dell’agar- formazione di gas dal 
glucosio 
 Slant: 
 Giallo- lattosio e /o saccarosio positivo (lattosio e /o 
saccarosio utilizzato) 
 Rosso o non modificato-lattosio e saccarosio 
negativo (lattosio e saccarosio non utilizzati) 
 
Le tipiche colture di Salmonella mostrano lo slant alcalino (rosso) ed il 
fondo acido (giallo) con formazione di gas (bolle) e (nel 90% dei casi 
circa) formazione di H2S (annerimento dell’agar). Quando viene 
isolata una Salmonella lattosio positiva, lo slant del TSI è giallo. 
 
Urea: Il viraggio del terreno al rosa fucsia indica l'idrolisi dell'urea: 
reazione positiva. Se il colore del terreno rimane invariato, la 
reazione è negativa. 
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Lisina decarbossilasi: In presenza dell'enzima lisina-decarbossilasi 
non si osserva alcun viraggio del terreno: reazione positiva; in 
assenza dell'enzima si osserva un viraggio al giallo del terreno: 
reazione negativa. 
-galattosidasi: La comparsa di una colorazione giallo intenso del 
terreno è indice della presenza dell'enzima -galattosidasi: reazione 
positiva. Se il colore del terreno rimane invariato, la reazione è 
negativa. 
 
Voges-Proskauer (VP): seminare con l’ansa una provetta di VP. Dopo 
incubazione aggiungere 2 gocce di soluzione di creatina, 3 gocce di 
VP2 (soluzione etanolica di 1-Naftolo) e dopo 8 gocce di VP1 
(soluzione di idrossido di potassio): la formazione di una colorazione 
da rosa a rosso vivo entro 15 min indica una reazione positiva. 
 
Indolo: seminare con l’ansa una provetta di Tryptone/tryptophan 
medium (TTM). Dopo incubazione, aggiungere un millilitro di reattivo 
di Kovacs: la formazione di un anello rosso indica una reazione 
positiva, un anello giallo–marrone indica una reazione negativa. 
 
In alternativa alla semina delle provette, possiamo utilizzare il kit 
commerciale di identificazione biochimica API 20E – BioMerieux. 
(Figura 14). Tale sistema di identificazione prevede la preparazione di 
una sospensione del microrganismo da identificare e l’inoculo della 
stessa nei microtubi del kit contenenti substrati disidratati. Dopo 
incubazione a 37°C 1°C per 18-24 h, la lettura delle reazioni 
spontanee o rilevate dall’aggiunta di reattivi può essere effettuata 
visivamente utilizzando la tabella di lettura presente nelle istruzioni 
del kit. L’identificazione si ottiene consultando la lista dei profili 
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Figura 14: Conferma biochimica e identificazione tramite API 20E – 
BioMerieux (IZS delle Venezie-Bolzano). 
Conferma sierologica  
La ricerca degli antigeni somatici O e ciliari H viene condotta 
mediante agglutinazione su vetrino con i rispettivi sieri polivalenti, 
dopo aver eliminato i ceppi autoagglutinanti. Per eleminare i ceppi 
autoagglutinanti porre una goccia di soluzione fisiologica su un 
vetrino pulito. Si sospende una parte di colonia da testare con l’ansa 
in modo da ottenere una sospensione torbida e omogenea. Ruotare 
delicatamente il vetrino da 30 a 60 secondi. Osservare il risultato 
contro uno sfondo scuro. Se i batteri si associano in particelle più o 
meno distinte (frustoli), il ceppo è considerato autoagglutinante e non 
si potrà procedere con la sierotipizzazione. 
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Ricerca degli antigeni somatici O 
 
Usando una colonia non autoagglutinante, si procede utilizzando una 
goccia di siero polivalente anti-O al posto della soluzione salina. Se il 
ceppo agglutina la reazione è considerata positiva. 
Ricerca degli antigeni ciliari H 
 
Usando una colonia non autoagglutinante, si procede utilizzando una 
goccia di siero polivalente anti-H. Se il ceppo agglutina la reazione è 
considerata positiva. 
Interpretazione dei test biochimici e sierologici:  
L’interpretazione dei test di conferma biochimici e sierologici è 








Tipiche No Positive 
Il ceppo è 
considerato 
Salmonella 
Tipiche No Negative 
Il ceppo può 
essere 
Salmonella 
Tipiche Si Non testate 
Non tipiche No/si Positive 
Non tipiche No/si Negative 
Il ceppo non è 
Salmonella 
 




Per la definitiva tipizzazione sierologica si inviano i ceppi che sono 
considerati essere o che possono essere Salmonella al Centro 






9.3 Tipizzazione sierologica di Salmonella spp. 
La tipizzazione sierologica è una caratterizzazione fenotipica che 
permette di attribuire ad ogni stipite del genere Salmonella spp. la 
formula antigenica attraverso la determinazione dell'antigene 
somatico e degli antigeni flagellari. La presente procedura si applica 
ai ceppi batterici riferibili, sulla base delle prove biochimiche, a 
Salmonella spp. e viene eseguita nei laboratori del Centro Nazionale 
per le Salmonellosi di Padova dopo la prima conferma effettuata 
presso i laboratori di Bolzano. 
Il metodo si basa sulla reazione di agglutinazione su vetrino del ceppo 
batterico con sieri mono e polivalenti anti-Salmonella. 
La procedura, riprende quanto descritto dalla ISO/TR 6579-3:2014 
(E), che descrive le linee guida della procedura di sierotipizzazione 
degli stipiti di Salmonella spp. applicabile alle colture pure 
indipendentemente dalla matrice di origine.  
 
Preparazione del ceppo 
Si parte da una coltura pura di Salmonella spp., precedentemente 
confermata come specificato dalla ISO 6579-1, seminata una 
provetta di agar non selettivo quale ad esempio AT (Tryptose agar) e 
incubata a 37° ± 1°C per 18-24 ore. 
Al fine di escludere reazioni di agglutinazione aspecifiche è necessario 
procedere al test di auto-agglutinazione per escludere la presenza di 
ceppi auto-agglutinanti.  
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Nel tentativo di rendere il ceppo tipizzabile si può procedendo nel 
modo seguente:  
Seminare il ceppo in esame in un terreno semisolido, come ad 
esempio il terreno Modified Semi-Solid Rappaport Vassiliadis agar 
(MSRV) oppure il terreno Sven Gard, quindi ripetere il test di auto-
agglutinazione a partire dalla patina batterica cresciuta su tale 
terreno. Nel caso in cui il ceppo in esame sia confermato come auto-
agglutinante non è possibile proseguire con la tipizzazione sierologica 
pertanto è definito ceppo di Salmonella spp. in fase rugosa R. 
 
Agglutinazione su vetrino 
Gli antisieri utilizzati per la tipizzazione sierologica di Salmonella sono 
nell’ordine: 
 sieri polivalenti e monovalenti anti O per l’identificazione degli 
antigeni somatici; 
 sieri polivalenti e monovalenti anti H per l’identificazione della 
fase ciliare. 
 
Identificazione antigene somatico 
Per ciascun ceppo in esame, testare nell’ordine gli antisieri polivalenti 
anti O "multigruppo" finché non si riscontra reazione di 
agglutinazione, quindi proseguire con gli antisieri monovalenti 
specifici all’interno del gruppo che ha determinato agglutinazione. La 
reazione dell’antigene somatico con l’antisiero specifico determina 
una agglutinazione granulare. Per ciascun antisiero O testato, 
eseguire le seguenti operazioni: 
 Depositare su vetrino, posto su fondo scuro, una piccola goccia 
(circa 20 µl) di antisiero O. 
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 Depositare separatamente sul vetrino un'ansata di patina 
batterica e miscelare accuratamente alla goccia di antisiero. La 
quantità di materiale batterico trasferita deve essere sufficiente 
a formare una sospensione omogenea lattescente e torbida.  
 Agitare delicatamente il vetrino per rotazione per circa 5 - 10 
secondi; 
 Attendere l’eventuale comparsa di fiocchi di agglutinazione 
visibili alla luce della lampada su fondo nero. La reazione si 
considera positiva quando l’agglutinazione è visibile, negativa 
quando la sospensione rimane lattescente e torbida in modo 
omogeneo. Reazioni deboli o tardive devono essere considerate 
negative.  
L'assenza di reazione con gli antigeni somatici O può essere dovuta 
all'espressione dell'antigene Vi che, quando presente, può 
mascherare la componente somatica.  
 
Identificazione antigeni ciliari 
Dopo aver eseguito l'agglutinazione con gli antisieri anti O, proseguire 
con l'agglutinazione con gli antisieri anti-H. La maggior parte dei 
sierotipi di Salmonella spp. presenta due tipi di antigeni H (salmonelle 
bifasiche). La definizione del sierotipo richiede il riconoscimento di 
entrambe le fasi ciliari. 
Solitamente un ceppo esprime, in prima istanza, l’antigene ciliare 
dominante, per potere identificare la seconda fase ciliare è necessario 
ricorrere alla tecnica dell’inversione di fase. 
Per ciascun ceppo in esame, testare nell’ordine gli antisieri polivalenti 
anti H "multifase" finché non si riscontra reazione di agglutinazione, 
quindi proseguire con gli antisieri monovalenti specifici all’interno del 
74 
 
gruppo che ha determinato agglutinazione. La reazione dell’antigene 
flagellare con l’antisiero specifico determina una agglutinazione 
flocculare. 
Per ciascun antisiero H testato, eseguire le seguenti operazioni: 
 Depositare su vetrino, posto su fondo scuro, una piccola 
goccia (circa 20 μl) di antisiero H; 
 Depositare sul vetrino separatamente un'ansata di patina 
batterica e miscelare con cura alla goccia di antisiero. La 
quantità di materiale batterico trasferita deve essere 
sufficiente a formare una sospensione omogenea lattescente 
e torbida;  
 Agitare delicatamente il vetrino per rotazione per circa 5 - 10 
secondi; 
 Attendere l’eventuale comparsa di fiocchi di agglutinazione 
visibili alla luce della lampada su fondo nero. La reazione si 
considera positiva quando l’agglutinazione è visibile, 
negativa quando la sospensione rimane lattescente e torbida 
in modo omogeneo. Reazioni deboli o tardive devono essere 
considerate negative.  
Per evidenziare il secondo antigene H si procedere con la tecnica 
dell'inversione di fase al fine di inibire l’antigene flagellare dominante 
che è stato identificato e permettere l’espressione del secondo 
antigene flagellare. 
Il terreno Sven Gard è utilizzato per dimostrare la fase inapparente 
dell'antigene H nelle salmonelle bifasiche. Il terreno è un agar 
abbastanza morbido da permettere alla Salmonella libera, inoculata al 
centro di una piastra Petri, di invadere la superficie del mezzo dopo 
24 ore di incubazione (67).  
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Sciogliere il terreno Sven Gard  in forno a microonde, quindi 
mantenerlo sciolto in termostato a 50° C, fino al momento dell’uso. 
 Distribuire il terreno in piastra Petri (riempire fino a circa 
metà dell’altezza). 
 Lasciare solidificare a temperatura ambiente. 
 Versare alcune gocce del siero specifico per l’antigene 
flagellare già identificato (siero anti H), al fine di inibire la 
fase flagellare già trovata (bloccaggio della fase). Distribuire 
uniformemente l'antisiero su tutta la superficie dell'agar 
mediante movimenti ondulatori. 
 Seminare con l’ansa lo stipite in esame toccando la parte 
centrale del terreno 
 Incubare la piastra senza capovolgere a 37°C ± 1°C per 18 
– 24 ore. 
 Eseguire la successiva identificazione dell'antigene flagellare 
(seconda fase), secondo le modalità precedentemente 
descritte, prelevando la patina dalla parte più periferica della 
crescita batterica. In alcuni casi può essere necessario 
ripetere l’inversione di fase prima di riuscire ad identificare la 
seconda fase flagellare 
 Per le colture di Salmonella che non esprimono alcuna fase 
ciliare, è possibile procedere con la tecnica di inversione di 
fase utilizzando al posto dell’antisiero alcune gocce di 
soluzione fisiologica sterile. Questa operazione a volte facilita 
l’espressione delle fasi non ancora individuate. 
Come descritto nell’ dalla ISO/TR 6579-3:2014(E) Annex B, la 
sierotipizzazione di un ceppo di Salmonella può venire schematizzata 
secondo le modalità di seguito riportate. Nello specifico a titolo 
esemplificativo in figura 15 e 16 sono elencati gli antigeni somatici 
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polivalenti e per ciascuno di questi gli antigeni monovalenti da testare 
per identificare la formula antigenica di un ceppo in esame.  
 









Sierotipo Variante monofasica di Salmonella Typhimurium (S. 
4,[5],12:i:-) 
Nel caso in cui il ceppo in esame abbia determinato agglutinazione 
positiva con l’antisiero somatico di Gr. B, e con l’antisiero flagellare 
“i”, quindi l’inversione di fase non abbia permesso l’identificazione 
della seconda fase flagellare, è possibile utilizzare il ceppo per 
verificare se quello in esame sia ascrivibile al sierotipo Typhimurium o 
alla sua variante monofasica (S. 4,[5],12:i:). In parallelo, per 
confermare il sierotipo variante monofasica (S. 4,[5],12:i:-), è 
consigliabile eseguire 3 inversioni di fase con esito negativo per la 
seconda fase ciliare.  
Conferma biochimica  
Il genere Salmonella consiste di due sole specie, S. enterica e S. 
bongori. S. enterica si divide in sei sottospecie (S. enterica subsp. 
enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. 
enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae, S. enterica 
subsp. indica) (Tabella 10). 
Per la differenziazione delle specie del genere Salmonella e delle 
sottospecie è necessario eseguire le prove biochimiche. In particolare, 
nel caso in cui il ceppo in esame esprima una formula antigenica non 
riferibile a S. enterica subsp. enterica è necessario eseguire le 
seguenti prove biochimiche.  
Dulcite 
Seminare il terreno dulcitolo con un’ansata di patina batterica ed 
incubare a 37° C ± 1°C per 24 h ± 3. La comparsa del viraggio da 
viola a giallo è indice della fermentazione del dulcitolo. Se non si 




Seminare il terreno ONPG con l’ago per infissione, incubare a 37° C ± 
1°C per 24 h ± 3 h. La comparsa di una colorazione giallo intenso del 
terreno è indice della presenza dell’enzima β-galattosidasi (reazione 
positiva). Se il terreno rimane incolore la reazione è negativa. 
Malonato 
Seminare il terreno malonato con un’ansata di patina batterica ed 
incubare a 37° C ± 1°C per 24 h ± 3. La comparsa del viraggio da 
verde a blu di prussia è indice della fermentazione del malonato. Se 
non si verifica nessun viraggio la reazione è negativa. 
Sorbite 
Seminare il terreno sorbitolo con un’ansata di patina batterica ed 
incubare a 37° C ± 1°C per 24 h ± 3. La comparsa del viraggio da 
viola a giallo è indice della fermentazione del sorbitolo. Se non si 
verifica nessun viraggio la reazione è negativa. 
Salicina 
Seminare il terreno salicina con un’ansata di patina batterica ed 
incubare a 37° C ± 1°C per 24 h ± 3. La comparsa del viraggio da 
viola a giallo è indice della fermentazione della salicina. Se non si 
verifica nessun viraggio la reazione è negativa. 
Lattosio 
Seminare il terreno lattosio con un’ansata di patina batterica ed 
incubare a 37° C ± 1°C per 24 h ± 3. La comparsa del viraggio da 
viola a giallo è indice della fermentazione del lattosio. Se non si 
verifica nessun viraggio la reazione è negativa 
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arizonae diarizonae houtenae indica  
Dulcitolo + + - - - d + 
ONPG - - + + - d + 
Malonato - + + + - - - 
Sorbitolo + + + + + - + 
Salicina - - - - + - - 
Lattosio - - - (75%) + (75%) - d - 
d = reazione variabile in funzione del sierotipo 
Tabella 10: Caratteri biochimici differenziali tra Salmonella enterica e 
Salmonella bongori e quelli delle singole sottospecie di Salmonella 
enterica.  
 
Espressione dei risultati  
Consultare lo schema di Kauffmann-White-Le Minor, in base ai 
risultati ottenuti (antigene somatico e antigeni ciliari) e quindi alla 
formula antigenica individuata, attribuire il nome allo stipite di 
Salmonella spp. I sierotipi che appartengono a S. enterica subsp. 
enterica sono designati dalla formula antigenica associata al nome. 
L’esito finale viene espresso come presente/nome sierotipo. 
Nel caso in cui la tipizzazione non permetta l’identificazione di una 
formula antigenica completa, oppure il sierotipo identificato 
appartenga a specie o sottospecie diverse da S. enterica subsp. 
enterica, l’esito finale viene espresso come 
presente/specie/sottospecie/ formula antigenica. Nel caso in cui il 
ceppo in esame sia confermato come auto-agglutinante l’esito finale 




9.3 Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) 
L’utilizzo della PFGE consente, mediante il confronto dell’impronta del 
DNA (DNA fingerprinting), di capire se gli isolati di Salmonella 
possono derivare dallo stesso clone cellulare. Questa tecnica fornisce 
informazioni importanti ai fini epidemiologici. A tal proposito, il DNA 
viene frammentato in frazioni di diversa lunghezza grazie ad 
endonucleasi di restrizione e successivamente viene fatto correre su 
un gel d’agarosio per separare i frammenti originati e misurarne così 
il numero e il peso molecolare (espresso in paia di basi: bp). Quello 
che si ottiene è un profilo di restrizione unico per ciascun clone, 
costituito da bande evidenziate mediante fluorescenza dalla 
colorazione con bromuro di etidio. Tale profilo di restrizione permette 
l’individuazione del ceppo esaminato e il confronto con profili ottenuti 
da altri ceppi della stessa specie. Il più comune metodo di 
separazione di molecole di DNA di grandezza compresa in un range 
tra 0,1 Kb e 30 Kb è la gel-elettroforesi orizzontale. Quando la misura 
del DNA è al di sopra delle 30 Kb, si utilizza l’elettroforesi su gel in 
campo pulsato (Pulsed-Field Gel 31 Electrophoresis o PFGE). Tale 
tecnica ideata da Schwartz e Cantor nel 1983, utilizza due campi 
elettrici con differenti angolazioni, applicati alternativamente al gel di 
agarosio per periodi di tempo definiti, dell’ordine di secondi. L’azione 
del primo campo causa uno stiramento lungo il piano orizzontale delle 
molecole di DNA e il loro movimento nel gel. L’interruzione di questo 
campo e l’azione del secondo fa sì che le molecole si muovano nella 
nuova direzione. Tenendo presente che per una molecola a catena 
lunga lineare esiste una relazione tra il cambiamento conformazionale 
indotto da un campo elettrico e la lunghezza della molecola stessa, le 
molecole più piccole si ri-allineeranno più velocemente nel nuovo 
campo elettrico e quindi continueranno a muoversi attraverso il gel. 
Molecole più grandi al contrario impiegheranno più tempo per 
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allinearsi. Variando continuamente la direzione del campo elettrico 
sarà quindi possibile separare le molecole più piccole da quelle più 
grandi. La PFGE permette di separare frammenti di DNA fino a 10 Mb. 
 
Il protocollo utilizzato è stato quello in uso presso il Laboratorio di 
Malattie Infettive, Dipartimento di Scienze Veterinarie, Università di 
Pisa, che si basa sui protocolli standard adottati dal network di 
sorveglianza molecolare PulseNet che agisce a livello internazionale 
(68; 69) con alcune modifiche. Il ceppo di Salmonella enterica 
sierotipo Braenderup H9812 è stato usato come marker molecolare.  
 
Preparazione delle “Plugs” e lisi delle cellule batteriche: 
 Seminare un isolato batterico su Plate Count Agar (OXOID) e 
incubazione a 37°C per 24 ore; 
 Preparare una sospensione batterica in Cell Suspension Buffer 
(100 mM Tris: 100 mM EDTA, pH 8.0) (CBS) a una densità 
ottica compresa tra 1,3 e 1,5 a 600 nm; 
 A 200 µl di sospensione batterica aggiungere 10 µl di Proteinasi 
K (20 mg/ml) (Promega), mescolare con 200 µl di 
SDS/Agarosio SeaKem Gold 1% in TE Buffer (10 mM Tris:1 mM 
EDTA, pH 8.0) mantenuto alla temperatura di 50°C e, dopo 
aver mescolato, deporre 200 µl di soluzione in due pozzetti di 
un “plug mold” (moduli/stampi forma Plugs) (Bio-Rad); 
 Inserire due Plugs così ottenute, dopo averle fatte solidificare, 
in Falcon da 50 ml e aggiungere 2 ml di soluzione di lisi (50 
mM Tris:50 mM EDTA, pH 8.0 + 1% Sarcosyl + Proteinasi K 
0.1 mg/ml), incubare in agitazione a 54°C per 2 ore; 
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 Eliminare la soluzione di lisi, eseguire un lavaggio con acqua 
distillata sterile in agitazione a 50°C per 10 minuti e poi 
eseguire 4 lavaggi con TE in agitazione a 50°C per 15 minuti; 
 Tagliare ciascuna Plug in modo da ottenere 8 mini-plugs e 
quindi porle in TE a 4°C. 
1) Digestione enzimatica e corsa: 
 Porre una micro-plug in 100 µl di soluzione di digestione 
(Acqua sterile 88 µl, Tampone H 10X 10 µl, BSA (1 mg/ml) 1 
µl, Enzima XbaI (40 U/µl) 1 µl e incubare a 37°C per 5 ore; 
 Inserire la micro-plug nei pozzetti di un gel di agarosio SeaKem 
Gold all’1%, sigillare i pozzetti con il medesimo gel e lasciare 
solidificare; 
 Inserire il gel nella macchina per la PFGE. L’ apparato utilizzato 
per la corsa elettroforetica è del tipo Contour-clamped 
Homogeneous Electric Field (CHEF) in cui gli elettrodi sono 
disposti ad esagono nella vasca in modo da generare un campo 
elettrico con angolo di 120° in tutte le parti del gel. Con questa 
tecnica si ottengono bande molto nette e piste di migrazione 
ben dritte poiché in tutte le direzioni del gel il DNA è sottoposto 
alle stesse condizioni (6V/cm (200V), switch time 2-64 s, 
tempo di corsa 22 ore alla temperatura di 14°C). 
2) Lettura del gel e interpretazione dei risultati: 
 Mettere il gel a colorare in una soluzione di Bromuro di Etidio 
1mM per 20-30 minuti quindi lavare il gel con acqua distillata; 
 Osservare e fotografare il gel su un trans illuminatore UV; 
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 Analizzare il gel e i profili degli isolati secondo quanto suggerito 
da Tenover e collaboratori (70).  
 
9.4 Analisi del profilo dell’antibioticoresistenza mediante la 
tecnica di diffusione in agar (Kirby-Bauer)  
Tutti gli isolati di Salmonella spp. inclusi nello studio sono stati 
sottoposti a test di sensibilità agli antibiotici con il metodo Kirby-
Bauer di diffusione da disco come raccomandato dalle linee guida del 
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines (CLSI, 
2012) (71). Riassumo brevemente la procedura: 
Allestire partendo da una coltura fresca una sospensione batterica 
allo 0.5 di McFarland in fisiologica sterile e seminare il ceppo per 
strisciamento con un tampone sterile l’intera superficie di tre piastre 
di Mueller Hinton E Agar (OXOID). L’agar Mueller Hinton E è stato 
sviluppato in accordo con le raccomandazioni EUCAST (European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) e CLSI (Clinical 
and Laboratory Standards Institute Inc.). 
La composizione dell’agar Mueller Hinton consente la crescita di 
batteri non esigenti (enterobatteri, bacilli Gram negativi non-
fermentanti, stafilococchi ed enterococchi) riscontrati nelle patologie, 
e garantisce una interferenza minima da parte dei costituenti della 
formula sui risultati del test di sensibilità agli antimicrobici. La 
formula contiene concentrazioni specifiche di alcuni cationi (Ca++, 
Mg++, Zn++) che assicurano risultati ottimali per antibiotici cationi-
dipendenti (72). 
Disporre su ogni piastra 7 dischetti contenenti antibiotici diversi 
(OXOID), incubare a 37°C per 24 ore e leggere i risultati misurando 
gli aloni di inibizione di crescita (Figura 17). 
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La Tabella 11 riporta i 22 antibiotici utilizzati, le concentrazioni dei 
vari principi attivi contenute in ogni dischetto e i relativi aloni di 
inibizione. Come valori interpretativi degli aloni di inibizione sono stati 
utilizzati quelli indicati nel report Enter-Vet (59) e del “The European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing” (EUCAST, 2012) 
(73) tranne che per l’Amikacina, per la quale si è preso in 
considerazione quanto riportato da Lynne (74), per il Florfenicolo, in 
questo caso sono stati considerati i valori suggeriti da Rayamajhi 
(75), e per la Tigeciclina, per la quale sono stati utilizzati i valori 









Classi antibiotici Antibiotico (μg per dischetto) Sigla 
Alone di inibizione (mm) 
R I S 
Chinoloni 
Acido Nalidixico (2) NA ≤13 14-18 ≥19 
Ciprofloxacina (5) CIP ≤15 16-20 ≥21 
Enrofloxacina  ENR ≤16 17-22 ≥23 
Penicilline 
Ampicillina (10) AMP ≤13 14-16 ≥17 
Amoxi./Ac.Clav. (30) AMC ≤13 14-17 ≥18 
Cefalosporine 
Cefotaxime (30) CTX ≤14 15-22 ≥23 
Cefalotina (30) KF ≤14 15-17 ≥18 
Ceftazidime (30) CAZ ≤14 15-17 ≥18 
Aminoglicosidi 
Gentamicina (10) CN ≤12 13-14 ≥15 
Kanamicina (30) K ≤13 14-17 ≥18 
Streptomicina (10) S ≤11 12-14 ≥15 
Amikacina (30) AK ≤14 15-16 ≥17 
Tobramicina (10) TOB ≤13 14-15 ≥16 
Tetracicline 
Tetraciclina (30) TE ≤14 15-18 ≥19 
Tigecycline (15) TGC ≤14 15-18 ≥19 
Sulfonamidi- 
Trimetoprim 
Sulfonamidi (300) S3 ≤12 13-16 ≥17 
Trimetoprim (5) W ≤15 16-17 ≥18 
Sulfametoxazolo/Trimetoprim (25) SXT ≤10 11-15 ≥16 
Altro 
Colistina (10) CT ≤8 9-10 ≥11 
Nitrofurantoina (300) F ≤14 15-16 ≥17 
Cloramfenicolo (30) C ≤12 13-17 ≥18 
Florfenicolo (30) FFC ≤14 15-18 ≥19 
        





10.1 Risultati PCR 
I risultati della metodica di screening PCR Real Time evidenziano la 
presenza di 7 campioni positivi, i restanti 573 campioni sono risultati 
negativi. (Figura 18) 
I campioni positivi sono stati riscontrati durante tre differenti giornate 
di macellazione e provengono da due macelli diversi. In un macello 
riconosciuto medio-grande sono state individuate 5 carcasse positive 
(totale delle carcasse campionate), mentre in un altro macello medio-
piccolo solo una carcassa sulle cinque campionate è risultata positiva, 
in due differenti giornate di campionamento. 
 
Figura 18: Curve di amplificazione per i campioni U/15/2; U/259/1-5, 
U/273/2, PTC (controllo positivo di amplificazione), PPC (controllo 
positivo di processo). 
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I campioni in esame vengono definiti POSITIVI quando le curve di 
fluorescenza associate a Salmonella spp. presentano un valore di Ct 
≥ 10 ( Tabella 12) 
 
Sample Id Ct target Ct internal Control 
U/15/2 25,58 32,29 
U/259/1 26,99             32,3 
U/259/2 25,98 32,15 
U/259/3 25,3 32,17 
U/259/4 25,61 32,18 
U/259/5 26,39 32,18 
U/273/2 27,44 31,98 
 
Tabella 12: Campioni positivi con i valori di Ct. 
 
10.2 Risultati microbiologici 
I 143 campioni analizzati in prima istanza con il metodo 
microbiologico di screening sono risultati tutti negativi.  
I 7 campioni risultati positivi alla metodica di screening PCR Real 
Time sono stati tutti confermati con il metodo di riferimento 
microbiologico. 
Insieme alla semina delle provette, abbiamo utilizzato il kit 
commerciale di identificazione biochimica API 20E – BioMerieux. Dopo 
incubazione a 37°C 1°C per 18-24 h, la lettura delle reazioni 
spontanee o rilevate dall’aggiunta di reattivi è stata effettuata con 






10.3 Risultati sierotipizzazione 
Dall’identificazione del sierotipo dei 7 campioni tutti i ceppi sono 
risultati Salmonella ser. Derby – Gr. B – 1,4, (5), 12:f,g: (1,2):  
 
10.4 Risultati analisi PFGE  
Tutti e setti gli isolati saggiati hanno mostrato il medesimo profilo e 
quindi appartengono allo stesso ceppo batterico (Tabella 13). La sigla 
assegnata, SDERXB.0006, è un sigla interna di laboratorio 
dell’Università di Pisa e non universale. Il profilo riscontrato è 
risultato diverso da quello di altre Salmonelle ser. Derby 
precedentemente isolate e analizzate presso il laboratorio (dati non 
riportati) (Figura 19). Il fatto che salmonelle provenienti da tre 
macelli diversi abbiano presentato il medesimo profilo con la PFGE 
potrebbe indicare un ceppo tipico del territorio di provenienza dei 
campioni e suggerirebbe un approfondimento epidemiologico in 
collaborazione con i veterinari dell’azienda sanitaria. Il fatto che i 
ceppi siano stati isolati da carcasse campionate in differenti giornate, 
ma nello stesso macello, potrebbe far pensare ad una contaminazione 
















































































Tabella 13: Ceppi isolati e analizzati con PFGE. 
 
 
Figura 19: Profilo genetico ottenuto con PFGE. 
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11 Discussioni e conclusioni    
 
I dati raccolti permettono di affermare che la prevalenza di 
Salmonella sulle superfici delle carcasse di suino è pari allo 0.96% dei 
campioni analizzati (7 campioni positivi su un totale di 730). La 
prevalenza della positività è bassa e indice di applicazione di prassi di 
macellazione capaci di evitare la contaminazione delle carcasse lungo 
la catena di macellazione in stabilimenti di piccole dimensioni. I ceppi 
di Salmonella sono stati sierotipizzati dal CRN Salmonelle di Padova e 
analizzati con il metodo PFGE dall’Università di Pisa. L’unico sierotipo 
identificato è stato Derby e il profilo genotipico è risultato identico. Il 
fatto che il profilo sia identico fa supporre che gli animali provenissero 
dallo stesso allevamento di origine oppure che si trattasse di una 
contaminazione superficiale delle carcasse nel macello. I dati raccolti 
tramite PFGE sono utilizzati per differenziare cloni di Salmonella, ma 
in questo studio gli isolati hanno lo stesso profilo PFGE.  
Poiché la resistenza agli agenti antimicrobici della Salmonella è un 
problema mondiale, si è deciso di esaminare nello studio dei ceppi 
isolati anche la sensibilità ai farmaci. La valutazione della resistenza 
agli antibiotici dei ceppi di Salmonella isolati dalle spugnette 
campionate su carcasse suine ha dimostrato la presenza di MDR in 
tutti i ceppi analizzati, in particolare nei confronti della tigecyclina, dei 
sulfonamidi e della streptomicina. Nonostante i ceppi abbiano profilo 
genotipico identico, presentano un diverso profilo di 
antibioticoresistenza, tuttavia non sempre il fenotipo corrisponde al 
genotipo ed infatti la PFGE non considera i plasmidi, specie se piccoli, 
e su questi possono essere presenti geni di resistenza. Non sono state 
rilevate resistenze alla ampicillina e amoxicillina/ac. clavulanico, alla 
combinazione sulfametoxazolo/trimetoprim e ai fluorochinoloni. 
Questo studio conferma il ruolo degli alimenti di origine animale come 
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riserva di ceppi di Salmonella enterica anche multiresistenti e 
sottolinea la necessità di un continuo monitoraggio di tale patogeno 
che rappresenta una tra le principali cause di infezioni alimentari. 
L’antibioticoresistenza è un importante fattore di rischio per la salute 
umana, a causa dei numerosi fallimenti terapeutici nelle infezioni 
causate da ceppi resistenti a questi farmaci. 
 
Le metodiche di sierotipizzazione e PFGE potrebbero avvalorare gli 
studi epidemiologici in caso di tossinfezione e permettere una 
maggiore collaborazione tra il Servizio Veterinario e il Servizio di 
Igiene per la gestione delle epidemie. Spesso anche numeri limitati di 
casi positivi possono fornire utili indicazioni per la gestione dei focolai. 
 
Per quanto riguarda il problema dell’antibiotico resistenza sarebbe 
interessante confrontare il metodo utilizzato Kirby Bauer con il 
metodo della MIC (studio della concentrazione minima inibente) per 
valutare le differenze dei risultati e definire la tecnica più idonea per 
gli studi epidemiologici e/o clinici. Inoltre, a causa della comparsa di 
resistenza batterica agli antibiotici dovuta anche al loro ampio utilizzo 
in zootecnia, il controllo delle infezioni da Salmonella negli 
allevamenti e l’efficace sorveglianza epidemiologica devono essere 
attuati per individuare i potenziali pericoli e la diffusione dell'infezioni. 
 
Il lavoro svolto in questa tesi rappresenta l’elaborazione dei primi 
risultati del monitoraggio del Servizio Veterinario per la ricerca di 
Salmonella spp.  sulle carcasse dei suini macellati in Provincia di 
Bolzano, a partire dall’ottobre 2014, secondo il Reg (EU) 218/2014. 
L’applicazione del nuovo regolamento è stata un’occasione per 
implementare nel laboratorio dell’Istituto Zooprofilattico Sperimentale 
delle Venezie la nuova metodologia di screening con il metodo 
biomolecolare. La PCR- Real Time è sensibile, rapida ed eseguita da 
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personale addestrato e qualificato. Il laboratorio ha riorganizzato gli 
spazi ed i tempi di analisi e dopo la prima fase di avviamento i 
risultati sono stati più che soddisfacenti. Il metodo microbiologico è 
stato utilizzato come screening solo quando i tempi tecnici non 
permettevano l’esecuzione della PCR Real Time e comunque sempre 
come metodo di riferimento per la conferma dei campioni positivi. 
Considerando la Salmonella spp. su carcassa un criterio di igiene di 
processo e non un criterio di sicurezza, si potrebbe auspicare in 
futuro l’uso unicamente della PCR Real Time per individuare entro 24 
ore le carcasse contaminate da Salmonella e permettere all’operatore 
del settore alimentare di prestare una maggiore attenzione alla 
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